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1 . 1 . L OS ASTROCITOS Y SU FUNCIÓN EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.   
 
El sis t e m a ne r v i o s o ce n t r a l (SNC) est á fo r m a d o po r di s t i n t o s ti p o s de cé l u l a s : la s 
ne u r o n a s y la s cé l u l a s de la gl í a . Las ne u r o n a s so n la s cé l u l a s re s p o n s a b l e s  de la tr a n s m i s i ó n 
de la in f o r m a c i ó n gr a c i a s a su ca p a c i d a d de tr a n s m i t i r el im p u l s o ne r v i o s o . Aunqu e és t a 
co n s t i t u y e , si n du d a , la fu n c i ó n m á s re l e v a n t e de l  SNC, las cé l u l a s no ne u r o n a l e s , es de c i r , la s 
cé l u l a s de la gl í a , de s e m p e ñ a n ta m b i é n un a fu n c i ó n m u y im p o r t a n t e . Las cé l u l a s de la gl í a so n 
de di f e r e n t e s cl a s e s , di s t i n g u i é n d o s e : cé l u l a s ep e n d i m a r i a s , cé l u l a s m a c r o g l i a l e s y cé l u l a s 
m ic r o g l i a l e s . Las cé l u l a s m a c r o g l i a l e s se pu e d e n s u b d i v i d i r , a su ve z , en do s gr u p o s : as t r o c i t o s 
y ol i g o d e n d r o c i t o s (Esqu e m a 1) . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los ast r o c i t o s so n la gl í a m a y o r i t a r i a de l SNC. Ejerc e n im p o r t a n t e s fu n c i o n e s en el 
ce r e b r o ta n t o du r a n t e el de s a r r o l l o  co m o en el ce r e b r o ad u l t o . Entr e es t a s fu n c i o n e s po d e m o s 
de s t a c a r :  
 
1. Indu c c i ó n de la ba r r e r a he m a t o e n c e f á l i c a (B HE) (Ja n z e r an d Raff, 19 8 7 , Abbot t et al . , 
20 0 6 ) . 
2. Apoyo a la m ig r a c i ó n y a la di f e r e n c i a c i ó n ne u r o n a l du r a n t e el de s a r r o l l o (Stev e n s , 
20 0 8 27 8 , Cina et al . , 20 0 9 , Ko s o d o an d Hu t t n e r , 20 0 9 ) .   
3. Sopor t e m e t a b ó l i c o a la s ne u r o n a s (Medin a et  al . , 19 9 9 , Pell e r i n , 20 03 331 , Rouac h et 
al . , 20 0 8 ) . 
O l i g o d e n d r o c i t o
M i c r o g l í a 
Ne u r o n a 
Astro c i t o 
Capila r 
san g u í n e o 
Célul a s 
epe n d i m a l e s 
Ven t r í c u l o 
cer e b r a l 
     Vain a de mie l i n a 
     Corte de una vai n a 
de mie l i n a 
Esque m a 1. Inte r a c c i o n e s en t r e cé l u l a s gl i a l e s y 
ne u r o n a s en el si s t e m a ne r v i o s o . 
	
  
 
	
 
 
4. Mante n i m i e n t o de la ho m e o s t a s i s ió n i c a ne u r a l (Mobbs et al. , 19 8 8 , Phili p p i et al. , 
19 9 6 ) . 
5. Recap t a c i ó n de ne u r o t r a n s m i s o r e s (Scho u s b o e an d W a a g e p e t e r s e n , 20 0 6 , Seife r t et 
al . , 20 0 6 ) . 
6. Fu n c i ó n ne u r o m o d u l a d o r a  (Araq u e , 20 0 8 ) . 
7. Fu n c i ó n ne u r o p r o t e c t o r a (V e g a -Agap i t o et al . , 20 0 2 ) .  
8. Fu n c i ó n de cé l u l a s m a d r e (Gritt i et al . , 20 0 2 , Sanai et al . , 20 04). 
 
 
1 . 2 . LAS UNIONES COMUNICANTES DE LOS ASTROCITOS.   
 
Globa l m e n t e po d e m o s co n s i d e r a r la ex i s t e n c i a  de tr e s tip o s de un i o n e s in t e r c e l u l a r e s 
(Esqu e m a 2) : la s un i o n e s es t r e c h a s o tight junctions , lo s de s m o s o m a s y la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s o gap junctions . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Las un i o n e s es t r e c h a s  s o n re g i o n e s di f e r e n c i a d a s de la m e m b r a n a pl a s m á t i c a qu e se l l a n 
el es p a c i o in t e r c e l u l a r . Su fun c i ó n pr i n c i p a l es im p e d i r el tr a n s p o r t e pa r a c e l u l a r . Por otr o la d o , 
la ad h e s i ó n m e c á n i c a en t r e cé l u l a y cé l u l a se m a n t i e n e , fu n d a m e n t a l m e n t e , gr a c i a s a lo s 
de s m o s o m a s , co n f i r i e n d o as í , ri g i d e z al te ji d o . 
 
 Las un i o n e s co m u n i c a n t e s so n es p e c i a l i z a c i o n e s de m e m b r a n a qu e co n t i e n e n ca n a l e s 
de co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r , es de c i r , qu e m e d i a n en el m o v i m i e n t o de io n e s y m o l é c u l a s 
pe q u e ñ a s en t r e cé l u l a s . Desde el pu n t o de vi s t a m o r f o l ó g i c o , la ca r a c t e r í s t i c a qu e di f e r e n c i a a 
la s un i o n e s co m u n i c a n t e s de la s un i o n e s es t r e c h a s  es qu e la s cé l u l a s ad y a c e n t e s un i d a s po r 
gap junctions  est á n se p a r a d a s un a di s t a n c i a de do s o tr e s na n ó m e t r o s (Musil et al . , 20 0 0 ) .  
 
 
Unión est r e c h a o tight junction  
Desmos o m a 
Unión com u n i c a n t e o gap junction  
Esque m a 2. Unio n e s in t e r c e l u l a r e s  
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 En los m a m í f e r o s ad u l t o s , la s un i o n e s co m u n i c a n t e s se en c u e n t r a n en ca s i to d o s lo s 
ti p o s de cé l u l a s , a ex c e p c i ó n de la s fi b r a s m u s c u l a r e s es q u e l é t i c a s , ci e r t a s ne u r o n a s y la s 
cé l u l a s sa n g u í n e a s ci r c u l a n t e s (Loew e n s t e i n , 19 8 1 ,  Be n n e t t et al . , 19 9 1 ) . Aunq u e al g u n a s de 
la s cé l u l a s sa n g u í n e a s pu e d e n ex p r e s a r pr o t e í n a s qu e fo r m a n la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , as í 
co m o es t r u c t u r a s si m i l a r e s a es t e ti p o de un i ó n in t e r c e l u l a r (B e y e r  an d Stein b e r g , 19 9 1 ) . 
 
Los as t r o c i t o s se ca r a c t e r i z a n po r es t a r am p l i a m e n t e co m u n i c a d o s po r la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s ; de he c h o , pa r a ll e v a r a ca b o m u c h a s  de la s fu n c i o n e s m e n c i o n a d a s ne c e s i t a n la 
co m u n i c a c i ó n de es t o s ca n a l e s . 
 
1 . 2 . 1 .  Ento r n o lip í d i c o de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s . 
 
 Las un i o n e s co m u n i c a n t e s so n es p e c i a l i z a c i o n e s de m e m b r a n a y , co m o ta l e s , es t á n 
in s e r t a d a s en la bi c a p a li p í d i c a . En est e se n t i d o , el co l e s t e r o l es un co n s t i t u y e n t e im p o r t a n t e , 
ta n t o es t r u c t u r a l co m o fu n c i o n a l , de la cé l u l a , es p e c i a l m e n t e po r q u e re g u l a la fl u i d e z de la 
m e m b r a n a , ya qu e pr e v i e n e la cr i s t a l i z a c i ó n de lo s ác i d o s gr a s o s po r in t e r c a l a r s e en t r e su s 
ca d e n a s (Papa h a d j o p o u l o s , 19 74). Pues bi e n , se  ha de m o s t r a d o qu e la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s se ca r a c t e r i z a n po r es t a r ro d e a d a s  de gr a n ca n t i d a d de co l e s t e r o l , lo cu a l 
co n f i e r e un a m a y o r fl u i d e z a la m e m b r a n a en el en t o r n o de la un i ó n co m u n i c a n t e (Meije r et al . , 
19 9 0 ) . De hec h o , se ha de s c r i t o qu e la s pr o t e í n a s co m p o n e n t e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s 
se lo c a l i z a n en la s re g i o n e s de m e m b r a n a ll a m a d a s lipid rafts . Los lipid rafts  son re g i o n e s de la 
m e m b r a n a pl a s m á t i c a ri c a s en co l e s t e r o l y es f i n g o l í p i d o s . En ell o s se lo c a l i z a n re c e p t o r e s de 
se ñ a l i z a c i ó n y la s ca v e o l a s . Se ha de m o s t r a d o  qu e la s pr o t e í n a s qu e co m p o n e n la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s de lo s as t r o c i t o s co l o c a l i z a n co n la  ca v e o l i n a - 1 , un a de la s pr o t e í n a s m a r c a d o r a s 
de la s ca v e o l a s (Schu b e r t et al . , 20 0 2 ) . 
 
1 . 2 . 2 . La co n e x i n a 43 y otr a s pr o t e í n a s co m p o n e n t e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s . 
 
 La uni d a d de la un i ó n co m u n i c a n t e es el ll a m a d o co n e x ó n (Esqu e m a 3a). El con e x ó n es 
un a es t r u c t u r a pr o t e i c a qu e at r a v i e s a la bi c a p a li p í d i c a de ca d a un a de la s do s m e m b r a n a s 
ce l u l a r e s , as í co m o el es p a c i o qu e qu e d a en t r e el l a s , pe r m i t i e n d o el co n t a c t o de l ci t o p l a s m a de 
la s cé l u l a s ad y a c e n t e s . La com u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r co n s i s t e , pr i n c i p a l m e n t e , en la 
tr a n s f e r e n c i a de io n e s y m o l é c u l a s de un a m a s a  m o l e c u l a r m e n o r de 1, 2 KDa (pa r a re v i s i ó n , 
ve r : (Giaum e et al . , 19 9 7 , Tros k o an d Ruch, 19 9 8 ) . 
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 El aná l i s i s de di f r a c c i ó n de ra y o s X de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s ai s l a d a s de m u e s t r a qu e 
ca d a co n e x ó n ti e n e un a es t r u c t u r a en an i l l o fo r m a d o po r se i s su b u n i d a d e s pr o t e i c a s , qu e 
ro d e a n un ca n a l co n ca r a c t e r í s t i c a s hi d r o f í l i c a s . En mam í f e r o s ,  la pr o t e í n a qu e in t e g r a la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s se de n o m i n a co n e x i n a (Cx) y, po r el m o m e n t o , se ha n ca r a c t e r i z a d o 
al r e d e d o r de 20 su b t i p o s en hu m a n o s  (p a r a re v i s i ó n , ve r : (Segr e t a i n an d Fa l k , 20 04, Giaum e 
an d Thei s , 20 1 0 ) . En los as t r o c i t o s , la pr i n c i p a l  pr o t e í n a qu e fo r m a la s un i o n e s co m u n i c a n t e s 
es la Cx43 (Derm ie t z e l et al . , 19 9 1 , Giaum e et al . , 19 9 1 a ) . Sin em b a r g o , se ha su g e r i d o qu e la 
co n e x i n a 26 , o un a pr o t e í n a co n se c u e n c i a ho m ó l o g a , as í co m o la co n e x i n a 30, pu e d e n 
co e x p r e s a r s e y co l o c a l i z a r s e ju n t o co n la Cx 43 en al g u n o s as t r o c i t o s (Nagy et al . , 20 0 1 ) . 
Adem á s , ta m b i é n se ha n de t e c t a d o ni v e l e s de co n e x i n a 40, co n e x i n a 45 y co n e x i n a 46 en 
es t a s cé l u l a s (p a r a re v i s i ó n , ve r : (Rouac h et al . , 20 0 2 ) .  
 
 Exist e un a es t r e c h a re l a c i ó n en t r e la pr o t e í n a qu e in t e g r a la un i ó n co m u n i c a n t e y su s 
ca r a c t e r í s t i c a s el e c t r o f i s i o l ó g i c a s . Cada tip o de co n e x i n a co n f i e r e dif e r e n t e co n d u c t a n c i a 
un i t a r i a y di s t i n t a co o p e r a c i ó n m e t a b ó l i c a a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s . Así, 
de p e n d i e n d o de l ti p o de co n e x i n a qu e fo r m a es t e ti p o de un i ó n in t e r c e l u l a r , la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s pu e d e n te n e r di s t i n t a fu n c i ó n (Giaum e et al . , 19 9 1 a ) . 
 
 El aná l i s i s de la se c u e n c i a de am i n o á c i d o s de va r i a s co n e x i n a s de m u e s t r a qu e 
pr e s e n t a n cu a t r o do m i n i o s hi d r o f ó b i c o s tr a n s m e m b r a n a , un do m i n i o cit o p l a s m á t i c o de la s 
te r m i n a c i o n e s am i n o y ca r b o x i l o , do s do m i n i o s ex t r a c e l u l a r e s y un te r c e r do m i n i o 
ci t o p l a s m á t i c o (K u m a r an d Gilul a , 19 9 6 , Chayt o r et al . , 19 9 7 ) (Esq u e m a 3b.) . El ter c e r do m i n i o 
tr a n s m e m b r a n a co n t i e n e un a al t a  pr o p o r c i ó n de am i n o á c i d o s hi b r o f í l i c o s , qu e d a n d o  ést e  
hac i a la lu z de la un i ó n co m u n i c a n t e (Tros k o an d Ruch, 19 9 8 ) . 
Esque m a 3. Estru c t u r a y to p o l o g í a de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s 
b) 
Espaci o ext r a c e l u l a r 
Membra n a 
Conex ó n 
Conex i n a 
a) 
c i t o p l a s m a  
M 3
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1 . 2 . 2 . 1  La co n e x i n a 43 y la fo r m a c i ó n de He m i c a n a l e s . 
 
 Cuand o un co n e x o n , in t e g r a d o en la m e m b r a n a ce l u l a r , no en c u e n t r a el co n e x ó n de la 
cé l u l a ad y a c e n t e y no fo r m a un a un i ó n co m u n i c a n t e , se de n o m i n a he m i c a n a l . Esto s 
he m i c a n a l e s pe r m i t e n la co m u n i c a c i ó n en t r e el ci t o p l a s m a ce l u l a r y el m e d i o ex t r a c e l u l a r pa r a 
da r un so p o r t e au t o c r i n o y pa r a c r i n o (Spra y et al . , 20 0 6 ) . En est e  se n t i d o , se ha de s c r i t o qu e 
lo s he m i c a n a l e s so n re s p o n s a b l e s de la li b e r a c i ó n de ATP al me d i o ex t r a c e l u l a r (K a n g et al . , 
20 0 8 )  o de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a (Retam a l et al . , 20 0 7 ) y su pe r m e a b i l i d a d se re g u l a po r 
di f e r e n t e s ag e n t e s co m o  (O rell a n a et al . , 20 0 9 ) Adem á s lo s he m i c a n a l e s ta m b i é n pu e d e n 
es t a r fo r m a d o s po r Panex i n a s , ot r a fa m i l i a de  pr o t e i n a s de m e m b r a n a , ho m o l o g a s a la s 
co n e x i n a s (Scem e s et al . , 20 0 7 ) . Una de la s ca r a c t e r i s t i c a s de la s pa n e x i n a s es qu e no fo r m a n 
un i o n e s co m u n i c a n t e s (Giau m e an d Thei s , 20 1 0 ) .   
  
 
1 . 2 . 2 . 2 Sínt e s i s y de g r a d a c i ó n de la co n e x i n a 4 3 . 
 
 La Cx43 se si n t e t i z a en el re t í c u l o en d o p l a s m á t i c o ru g o s o , se tr a n s p o r t a al ap a r a t o de 
Golgi y, po r úl t i m o , es tr a s l a d a d a a la m e m b r a n a pl a s m á t i c a (p a r a re v i s i ó n , ve r : (Lam p e an d 
Lau, 20 0 0 ) ) , do n d e pe r m a n e c e n en un es t a d o ce r r a d o ha s t a la fo r m a c i ó n de ca n a l e s qu e 
co n e c t a n do s cé l u l a s (Tros k o an d Ruch, 19 9 8 20 8 , Va n s l y k e et al . , 20 0 9 ) (Esqu e m a 4).   
 
Una de la s ca r a c t e r í s t i c a s m á s in u s u a l e s de la co n e x i n a es su co r t a vi d a m e d i a . Al 
ana l i z a r la ve l o c i d a d de de g r a d a c i ó n de la s pr o t e í n a s de la su p e r f i c i e ce l u l a r , se ha ob s e r v a d o 
qu e la vi d a m e d i a de la m a y o r í a de  la s pr o t e í n a s qu e se lo c a l i z a n en la m e m b r a n a pl a s m á t i c a 
ex c e d e la s 24 hor a s . Sin em b a r g o , la s co n e x i n a s ti e n e n un a du r a c i ó n de en t r e 1, 5 y 5 ho r a s , 
in c l u s o de s p u é s de su in c o r p o r a c i ó n a la es t r u c t u r a de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s . La 
ine s t a b i l i d a d de la co n e x i n a es es p e c i a l m e n t e de s t a c a b l e en co m p a r a c i ó n co n la la r g a vi d a 
m e d i a de lo s co m p o n e n t e s de la s un i o n e s es t r e c h a s y de lo s de s m o s o m a s . 
 
Exist e n do s ví a s pr o t e o l í t i c a s im p l i c a d a s en el re c i c l a j e de la co n e x i n a . La pri m e r a es la 
de g r a d a c i ó n en el li s o s o m a . La seg u n d a ví a es el  pr o t e o s o m a , un co m p l e j o m u l t i c a t a l í t i c o de 
pr o t e a s a s qu e de g r a d a rá p i d a m e n t e la s pr o t e í n a s en el ci t o s o l y qu e ta m b i é n de s e m p e ñ a un 
pa p e l im p o r t a n t e en la de g r a d a c i ó n de pr o t e í n a s de la ví a se c r e t o r a (Esqu e m a 4). Diver s o s 
es t u d i o s ha n m o s t r a d o qu e lo s in h i b i d o r e s de l pr o t e o s o m a di s m i n u y e n lo s ni v e l e s de 
de g r a d a c i ó n de la Cx43 en cé l u l a s en cu l t i v o , lo qu e pr o d u c e un in c r e m e n t o en el en s a m b l a j e 
de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s y en la co m u n i c a c i ó n  in t e r c e l u l a r (Musil et al . , 20 0 0 ) . Recie n t e s 
es t u d i o s ha n id e n t i f i c a d o y ca r a c t e r i z a d o un a nu e v a pr o t e í n a pe r t e n e c i e n t e a la fa m i l i a de la s 
ub i q u i t i n a s , CIP75, qu e in t e r a c c i o n a co n la Cx43 y par e c e es t a r im p l i c a d a en la de g r a d a c i ó n de 
la Cx43 por la ví a de l pr o t e o s o m a , re d u c i e n d o su vi d a m e d i a (Li et al . , 20 0 8 ) . 
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 Se ha ob s e r v a d o qu e la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , un a ve z fo r m a d a s , no pu e d e n 
se p a r a r s e de nu e v o en co n e x o n e s en co n d i c i o n e s fi s i o l ó g i c a s . En est u d i o s de m ic r o s c o p í a 
el e c t r ó n i c a se ha n vi s t o ve s í c u l a s de do b l e m e m b r a n a se m e j a n t e s a la es t r u c t u r a de la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s en el  ci t o p l a s m a de cé l u l a s en cu l t i v o y en te ji d o s . Post e r i o r m e n t e se ha 
de m o s t r a d o qu e es t a s es t r u c t u r a s so n un i o n e s co m u n i c a n t e s al t a m e n t e em p a q u e t a d a s . Esto 
su g i e r e qu e la s es t r u c t u r a s an u l a r e s pr o c e d e n de pr o d u c t o s in t e r n a l i z a d o s de un i o n e s 
co m u n i c a n t e s po r in v a g i n a c i ó n y so n tr a n s p o r t a d a s al in t e r i o r de l cit o p l a s m a pa r a su po s t e r i o r 
de g r a d a c i ó n . Las cl a t r i n a s y lo s f i l a m e n t o s de ac t i n a po d r í a n es t a r im p l i c a d o s en es t e pr o c e s o 
de in t e r n a l i z a c i ó n , qu e po d r í a co m p a r a r s e a un a en d o c i t o s i s . Las un i o n e s co m u n i c a n t e s 
in t e r n a l i z a d a s so n de g r a d a d a s po r li s o s o m a s m ie n t r a s qu e lo s pr o t e o s o m a s de s e s t a b i l i z a n la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s fo s f o r i l a d a s en el ci t o p l a s m a (p a r a re v i s i ó n ve r : (Segr e t a i n an d Fa l k , 
20 04). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esqu e m a 4. Sínte s i s y de g r a d a c i ó n de la co n e x i n a 43 . 
Modifi c a d o de Laird (20 0 5 ) . 
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1 . 2 . 2 . 3 .  Relac i ó n de la co n e x i n a 43 co n otr a s pr o t e í n a s . 
 
 La con e x i n a 43, ade m á s de co n s t i t u i r lo s ca n a l e s ne c e s a r i o s pa r a la co m u n i c a c i ó n 
in t e r c e l u l a r a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , se co m p o r t a co m o un a pr o t e í n a 
tr a n s m e m b r a n a ca p a z de pa r t i c i p a r en lo s m e c a n i s m o s de se ñ a l i z a c i ó n ce l u l a r (Plo tk i n et al. , 
20 0 2 ) . De hec h o , la co n e x i n a 43 se lo c a l i z a en re g i o n e s de la m e m b r a n a pl a s m á t i c a 
de n o m i n a d a s lipid rafts , qu e es t á n es p e c i a l i z a d a s en la tr a n s d u c c i ó n de se ñ a l e s (Schu b e r t et 
al . , 20 0 2 ) . El ext r e m o C-ter m i n a l de la co n e x i n a 43 par e c e se r el re s p o n s a b l e de la 
se ñ a l i z a c i ó n in t r a c e l u l a r (Shin et al . , 20 0 1 ) , ya qu e co n t i e n e va r i o s re s i d u o s fo s f o r i l a b l e s y 
va r i o s do m i n i o s es p e c í f i c o s de in t e r a c c i ó n co n ot r a s pr o t e í n a s (Giepm a n s et al. , 20 0 1 b , 
Schub e r t et al . , 20 0 2 ) , en t r e la s qu e ca b e de s t a c a r la zonula occludens-1  (ZO-1) (Toyo f u k u et 
al . , 19 9 8 ) o la de la pr o t e í n a ti r o s i n a qu i n a s a c -Src (Giepm a n s et al . , 20 0 1 a ) (v é a s e Esqu e m a 
5) .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esque m a 5. Pr o t e í n a s qu e in t e r a c c i o n a n co n la co n e x i n a 43 .  
 
 Al res p e c t o se ha de s c r i t o qu e el ex t r e m o C-ter m i n a l de la co n e x i n a de s e m p e ñ a un 
pa p e l im p o r t a n t e en la re g u l a c i ó n de la pr o l i f e r a c i ó n ce l u l a r (M oorb y an d Pate l , 20 0 1 ) (v é a s e 
ap a r t a d o 1. 2 .3.7) .  Este ef e c t o se  po d r í a ll e v a r a ca b o a tr a v é s de in t e r a c c i o n e s co n la qu i n a s a 
c-Src o co n la ZO-1 pu e s t o qu e am b a s pr o t e í n a s  es t á n im p l i c a d a s en la re g u l a c i ó n de la 
pr o l i f e r a c i ó n ce l u l a r . De est a fo r m a , la co n e x i n a 43 pod e r re g u l a r la tr a n s d u c c i ó n de se ñ a l e s 
m it o g é n i c a s (B j o r g e et al . , 20 0 0 , Fr a m e , 20 0 2 ) . Por otr o la d o , la in t e r a c c i ó n de la co n e x i n a 43 
con la ZO-1 a tr a v é s de lo s do m i n i o s PDZ pod r í a di s m i n u i r la pr o l i f e r a c i ó n , pu e s t o qu e el 
do m i n i o PDZ de la pr o t e í n a ZO-1 li b r e en el ci t o p l a s m a in d u c e la m a l i g n i z a c i ó n ce l u l a r 
(Reich e r t et al . , 20 0 0 ) .  
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Estud i o s re a l i z a d o s en m io c i t o s po r Toyo f u k u y co l . su g i e r e n qu e la re g i ó n SH2 de c -Src 
co m p i t e co n ZO-1, un a pr o t e í n a co m p o n e n t e de la s tight junctions,  en la in t e r a c c i ó n co n la 
Cx43. Así, cu a n d o c-Src fo s f o r i l a a la Cx43 dis m i n u y e la co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r y la 
in t e r a c c i ó n co n ZO-1 (Toyo f u k u et al . , 20 0 1 , Lam p e an d Lau, 20 04 117 1 , Gille r o n et al . , 20 0 8 ) ) . 
 
Nume r o s o s es t u d i o s m u e s t a n qu e v-Src, la fo r m a ac t i v a de c-Src, fo s f o r i l a la Cx43 en 
re s i d u o s de ti r o s i n a , lo qu e co n l l e v a un a in h i b i c i ó n de la co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r a tr a v é s de 
la s un i o n e s co m u n i c a n t e s (Crow et al . , 19 9 0 , Swens o n et al . , 19 9 0 , Ku r a t a an d Lau, 19 94, 
Giepm a n s et al . , 20 0 1 a , Lin et al . , 20 0 1 ) (Esqu e m a 6) . v-Src fo s f o r i l a di r e c t a m e n t e la Cx43, 
tan t o in vitro  com o in vivo  (Loo et al . , 19 9 5 ) ,  e n el re s i d u o de ti r o s i n a  26 5 (Y 2 6 5 ) de l ex t r e m o 
ca r b o x i l o te r m i n a l de la Cx43 (K a n e m i t s u et al . , 19 9 7 ) . La tra n s f e c c i ó n de di f e r e n t e s lí n e a s 
ce l u l a r e s co n la Cx43 en la qu e se ha b í a m u t a d o Y2 6 5 po r un a fe n i l a l a n i n a , m u e s t r a qu e c-Src,  
tam b i é n fo s f o r i l a la Cx43 en Y2 6 5 (Giepm a n s et  al . , 20 0 1 a ) . Estud i o s m á s re c i e n t e s no só l o 
co n f i r m a n qu e v-Src fo s f o r i l a a la Cx43 en Y2 6 5 , si no qu e , po s t e r i o r m e n t e , ta m b i é n fo s f o r i l a la 
ti r o s i n a 247 (Y247). Así, la fo s f o r i l a c i ó n de Y2 6 5 no es su f i c i e n t e pa r a ce r r a r lo s ca n a l e s de la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s y ne c e s i t a un a se g u n d a fo s f o r i l a c i ó n en Y247 par a el ci e r r e de es t o s 
ca n a l e s . En est a in t e r a c c i ó n pa r t i c i p a n la s re g i o n e s SH2 y SH3 de v-Src y un a re g i ó n ri c a en 
pr o l i n a s de la Cx43. Para el l o , el do m i n i o SH3 de v -Src in t e r a c c i o n a in i c i a l m e n t e co n la re g i ó n 
ri c a en pr o l i n a s de la Cx43, c on s i g u i e n d o la pr o x i m i d a d ne c e s a r i a pa r a la fo s f o r i l a c i ó n de Y2 6 5 
e Y247 de la Cx43 por el do m i n i o ki n a s a de v-Src. Estos da t o s su g i e r e n qu e la fo s f o r i l a c i ó n en 
Y2 6 5 es ne c e s a r i a pa r a la in t e r a c c i ó n en t r e v -Sr c y la Cx43, y la fo s f o r i l a c i ó n en Y247 se 
re q u i e r e pa r a el ci e r r e de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s (p a r a re v i s i ó n , vé a s e : (Lam p e an d Lau, 
20 04)). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esqu e m a 6. Regu l a c i ó n de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s me d i a n t e la in t e r a c c i ó n co n c -Src. 
M o d i f i c a d o de W a r n - C r a m e r y La u (2 0 0 4 ) . 
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Recie n t e m e n t e , en nu e s t r o la b o r a t o r i o se ha de m o s t r a d o qu e la Cx43 tam b i é n re g u l a la 
ac t i v i d a d de c-Src, al di s m i n u i r su fo r m a fo s f o r i l a d a de es t a  pr o t e i n a en su Y416 y au m e n t a la 
fo s f o r i l a c i ó n en la Y5 2 7 . De est a fo r m a la Cx 43 con t r o l a la ac t i v i d a d de la qu i n a s a c-Src 
(H e r r e r o - g o n z á l e z , en re v i s i ó n ) . 
 
 
1 . 2 . 3 . Fu n c i ó n de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s en lo s as t r o c i t o s . 
 
Para lle v a r a ca b o m u c h a s de la s fu n c i o n e s de lo s as t r o c i t o s en el SNC, est a s cé l u l a s 
ap r o v e c h a n su ac o p l a m i e n t o a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , re s u l t a n d o un a re d de 
as t r o c i t o s co m u n i c a d o s co n s t i t u i d a po r ca n a l e s de in t e r c a m b i o in t e r c e l u l a r de io n e s y 
m e t a b o l i t o s en t r e as t r o c i t o s ad y a c e n t e s . Entr e es t a s fu n c i o n e s po d e m o s de s t a c a c a r : 
 
 1.2 . 3 . 1 . Amort i g u a c i ó n es p a c i a l de K + . 
 
 Los ni v e l e s de Na +  y de K +  de b e n es t a r re g u l a d o s m u y fi n a m e n t e en el es p a c i o qu e 
ro d e a a la s ne u r o n a s pa r a qu e te n g a n lu g a r ad e c u a d a m e n t e lo s po t e n c i a l e s de ac c i ó n . Los 
as t r o c i t o s ca p t a n el K +  de b i d o a la al t a pe r m e a b i l i d a d qu e pr e s e n t a n a es t e ió n (K u f f l e r et al . , 
19 6 6 ) y lo tr a n s m i t e n de un o s as t r o c i t o s a ot r o s a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s 
(Gardn e r -Medwi n , 19 8 6 ) . En est e se n t i d o , Mobbs  (Mobbs et al . , 19 8 8 ) pu s o de m a n i f i e s t o qu e 
el ac o p l a m i e n t o en t r e as t r o c i t o s a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s au m e n t a b a su 
ca p a c i d a d de am o r t i g u a r es p a c i a l m e n t e el K + .  
 
 1.2 . 3 . 2 . Equil i b r i o de la co n c e n t r a c i ó n de N a +  in t r a c e l u l a r .  
 
 Las un i o n e s co m u n i c a n t e s de lo s as t r o c i t o s pa r t i c i p a n en el in t e r c a m b i o de io n e s y 
pe q u e ñ a s m o l é c u l a s . Al res p e c t o , Rose y co l . (Rose an d Ranso m , 19 9 7 ) ha n in v e s t i g a d o la 
in f l u e n c i a de l ac o p l a m i e n t o de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s de lo s as t r o c i t o s so b r e la 
co n c e n t r a c i ó n de Na +  int r a c e l u l a r . Cuand o lo s as t r o c i t o s es t á n ac o p l a d o s , la co n c e n t r a c i ó n de 
Na +  int r a c e l u l a r es si m i l a r en to d o s  el l o s ; si n em b a r g o , cu a n d o lo s as t r o c i t o s se in c u b a n co n 
di s t i n t o s ag e n t e s in h i b i d o r e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , la co n c e n t r a c i ó n de Na +  int r a c e l u l a r 
ex p e r i m e n t a di s t i n t o s co m p o r t a m i e n t o s : en u n o s as t r o c i t o s no se m o d i f i c a , en ot r o s se 
in c r e m e n t a y en ot r o s di s m i n u y e . Así, e l de s a c o p l a m i e n t o de lo s as t r o c i t o s po r el cie r r e de la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s pr o d u c e un ca m b i o en la di s t r i b u c i ó n de Na +  int r a c e l u l a r , qu e pa s a de 
se r ho m o g é n e a a he t e r o g é n e a . 
 
 1.2 . 3 . 3 . “O n d a s de Ca 2+ ” . 
 
 Los as t r o c i t o s pr e s e n t a n un a fo r m a de ex c i t a b i l i d a d ba s a d a di r e c t a m e n t e en la di n á m i c a 
de l Ca 2+  in t r a c e l u l a r , qu e es es e n c i a l m e n t e in d e p e n d i e n t e de l po t e n c i a l de m e m b r a n a (Corne l l -
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B e l l et al . , 19 9 0 , Corne l l - B e l l an d Fi n k b e i n e r , 19 9 1 ) . Así, en lo s as t r o c i t o s se ex p r e s a n un a 
am p l i a va r i e d a d de re c e p t o r e s f u n c i o n a l e s pa r a ag e n t e s ne u r o a c t i v o s (Derm i e t z e l et al . , 19 9 1 ) , 
co m o el gl u t a m a t o (C orne l l - B e l l et al . , 19 9 0 , Je n s e n an d Chiu, 19 9 0 ) y ot r o s (Salm an d 
McCarth y , 19 9 0 ) . Mucho s de es t o s es t u d i o s ha n  es t a b l e c i d o qu e el  gl u t a m a t o y ot r o s 
ne u r o t r a n s m i s o r e s pu e d e n pr o v o c a r o s c i l a c i o n e s en lo s ni v e l e s de Ca 2+  in t r a c e l u l a r , qu e se ha n 
de n o m i n a d o “o n d a s de Ca 2+ ” . Esta s “o n d a s de Ca 2+ ” se pr o p a g a n de un as t r o c i t o a ot r o a 
tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , cr e a n d o as í un a fo r m a de ex c i t a b i l i d a d ba s a d a en la s 
co r r i e n t e s de Ca 2+  (Corne l l - B e l l et al . , 19 9 0 , Je n s e n  an d Chiu, 19 9 0 ) . La ini c i a c i ó n y 
pr o p a g a c i ó n de la s “o n d a s de Ca 2+ ” co m p r e n d e un a se r i e de pa s o s in t r a e in t e r c e l u l a r e s , en lo s 
cu a l e s la fo s f o l i p a s a C, el i no s i t o l tr i f o s f a t o (IP3), los re s e r v o r i o s in t r a c e l u l a r e s de Ca 2+  y la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s , de s e m p e ñ a n un pa p e l cr í t i c o (V e n a n c e et al . , 19 9 7 ) . Dani y co l . (Dani et 
al . , 19 9 2 , Araqu e et al . , 20 0 2 ) ha n de m o s t r a d o qu e la s in e r v a c i o n e s af e r e n t e s de ne u r o n a s 
gl u t a m a t é r g i c a s pr o v o c a n la  ap a r i c i ó n de “o n d a s de Ca 2+ ” en as t r o c i t o s . El hec h o de qu e la s 
se ñ a l e s de Ca 2+  en lo s as t r o c i t o s se pu e d a n pr o p a g a r po r el l o s en re s p u e s t a a lo s 
ne u r o t r a n s m i s o r e s li b e r a d o s du r a n t e la si n a p s i s , in d i c a la ex i s t e n c i a de co m u n i c a c i ó n en t r e 
ne u r o n a s y as t r o c i t o s (Pere a an d Araq u e , 20 1 0 ) .  
 
 1.2 . 3 . 4 . Pr o t e c c i ó n ne u r o n a l . 
 
 Cuand o la s ne u r o n a s se so m e t e n a ag e n t e s ox i d a t i v o s , co m o el FeSO 4 y el 4-
hi d r o x i n o n e n a l , se pr o d u c e la m u e r t e ne u r o n a l a ca u s a de l es t r é s ox i d a t i v o (J e s b e r g e r an d 
Richa r d s o n , 19 9 1 , Zh a n g et al . , 19 93, Mark et al . , 19 9 7 ) . La pre s e n c i a de lo s as t r o c i t o s 
pr e v i e n e la m u e r t e ne u r o n a l pr o v o c a d a po r es t o s ag e n t e s ox i d a t i v o s . Esta fu n c i ó n pr o t e c t o r a 
de lo s as t r o c i t o s só l o se ll e v a a ca b o cu a n d o es t á n ac o p l a d o s en t r e sí a tr a v é s de la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s . Al res p e c t o , se ha de m o s t r a d o qu e la in h i b i c i ó n de la pe r m e a b i l i d a d de la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s en lo s as t r o c i t o s pr o v o c a la m u e r t e ne u r o n a l en pr e s e n c i a de ag e n t e s 
ox i d a t i v o s (B l a n c et al . , 1998 ) o de gl u t a m a t o (Ozog et al . , 20 0 2 ) . Esto s au t o r e s pr o p o n e n qu e 
el m e c a n i s m o po r el cu a l se pr o d u c e es t e ef e c t o es un a es t a b i l i z a c i ó n en la ho m e o s t a s i s de l 
Ca 2+  y di s i p a c i ó n de l es t r é s ox i d a t i v o (B l a n c et al . , 1998 ) .  
 
 1.2 . 3 . 5 . Apoy o en la mig r a c i ó n ne u r o n a l .  
 
Duran t e el de s a r r o l l o ce r e b r a l , la s ne u r o n a s se  ay u d a n de la gl i a ra d i a l pa r a m ig r a r de s d e 
la zo n a ve n t r i u l a r de l ce r e b r o ha s t a el ne o c ó r t e x (Malat e s t a et al . , 20 03,  Nocto r et al . , 20 0 8 ) . 
Las un i o n e s co m u n i c a n t e s so n ne c e s a r i a s pa r a qu e la m ig r a c i ó n ne u r o n a l oc u r r a 
co r r e c t a m e n t e (Cina et al . , 20 0 7 , Elias et al . , 20 0 7 ) . Reci e n t e s es t u d i o s m u e s t r a n qu e el 
ex t r e m o ca r b o x i l o de la co n e x i n a43 (Cx43) est á im p l i c a d o en la m ig r a c i ó n ne u r o n a l . Cina y co l . 
ha n ll e v a d o a ca b o es t u d i o s co n ra t o n e s knock-out d e Cx43 con d i c i o n a d o s , en lo s qu e ha y un 
si l e n c i a m i e n t o se l e c t i v o de la Cx43 sól o en lo s pr o g e n i t o r e s de la gl í a ra d i a l . Se ha m o s t r a d o 
qu e en es t o s ra t o n e s la m ig r a c i ó n ne u r o n a l no oc u r r e co r r e c t a m e n t e . Cuand o se ha n 
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t r a n s f e c t a d o es t o s ra t o n e s co n un pl á s m i d o qu e c o n t e n í a la se c u e n c i a de la Cx43, la m ig r a c i ó n 
ne u r o n a l se ha re s t a b l e c i d o . Adem á s , en ra t o n e s m o d i f i c a d o s ge n é t i c a m e n t e a lo s qu e le s fa l t a 
el ex t r e m o ca r b o x i l o de la Cx43 apa r e c e n de f e c t o s  en la m ig r a c i ó n ne u r o n a l si m i l a r e s a lo s 
knock-out  de Cx43 (Cina et al . , 20 0 9 ) . 
 
 1 . 2 . 3 . 6 . Pr o l i f e r a c i ó n ce l u l a r .  
 
La com u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r es ta m b i é n fu n d a m e n t a l pa r a co n t r o l a r , pr o c e s o s co m o la 
pr o l i f e r a c i ó n y la di f e r e n c i a c i ó n de la s cé l u l a s (Loew e n s t e i n an d Ka n n o , 19 6 6 ) . Trab a j o s pr e v i o s 
re a l i z a d o s en nu e s t r o la b o r a t o r i o m u e s t r a n qu e la in h i b i c i ó n de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s en 
as t r o c i t o s pr o v o c a un au m e n t o de la pr o l i f e r a c i ó n qu e se re f l e j a en un au m e n t o de la s ci c l i n a s 
D1 y D3, de la pr o t e í n a Ki - 6 7 y de l nú m e r o de cé l u l a s en la fa s e S y G2/M del cic l o ce l u l a r 
(Tabe r n e r o et al . , 20 0 6 ) . Estos m is m o s ef e c t o s se ob s e r v a n cu a n d o se si l e n c i a la Cx43 por 
siRNA´s esp e c i f i c o s en lo s as t r o c i t o s (H e r r e r o -Gonz a l e z et al . , 20 0 9 ) . Por ot r o la d o , el au m e n t o 
de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s en cé l u l a s de gl i o m a  C6 dis m i n u y e el gr a d o de pr o l i f e r a c i ó n 
(Sánc h e z -Alva r e z et al . , 20 0 1 , S anc h e z -Alva r e z et al . , 20 0 6 ) , lo qu e su g i e r e qu e ex i s t e un a 
re l a c i ó n en t r e la co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r y el gr a d o de pr o l i f e r a c i ó n . En est e se n t i d o en lo s 
gl i o m a s , lo s tu m o r e s m á s fr e c u e n t e s de l SNC, los ni v e l e s de co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r y la 
ex p r e s i ó n de la Cx43, son m u y ba j o s (H o l d e n et al . , 19 9 7 , Lair d et  al . , 19 9 9 , Saito et al . , 20 0 1 ) 
y se co r r e l a c i o n a n in v e r s a m e n t e co n el gr a d o de m a l i g n i d a d (H u a n g et al . , 19 9 9 , Soroc e a n u et 
al . , 20 0 1 ) . Asim i s m o , se ha ob s e r v a d o en cé l u l a s al t a m e n t e pr o l i f e r a t i v a s qu e , ta n t o la 
in t r o d u c c i ó n di r e c t a de l ge n de la Cx 43 (Mehta et al . , 19 9 1 , Zh u et al . , 19 9 1 , Mesni l et al . , 19 9 5 , 
Hi r s c h i et al . , 19 9 6 , Hu a n g et al . , 19 9 8 b ) , co m o la es t i m u l a c i ó n fa r m a c o l ó g i c a de la 
pe r m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s re d u c e n la pr o l i f e r a c i ó n (Sán c h e z -Alva r e z et al . , 
20 0 1 ) . Por to d o el l o , se co n s i d e r a a la Cx43 una pr o t e í n a su p r e s o r a de tu m o r e s . En cua n t o a 
lo s m e c a n i s m o s m o l e c u l a r e s qu e re l a c i o n a n la co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r  m e d i a d a po r la Cx43 
con la pr o l i f e r a c i ó n , re c i e n t e m e n t e en nu e s t r o la b o r a t o r i o se ha  pu e s t o de m a n i f i e s t o la 
pa r t i c i p a c i ó n de l on c o g e n c-Src en es t e ef e c t o (H e r r e r o -Gonz a l e z S,on c o g e n , en re v i s i o n ) .  
 
 
 1.2 . 3 . 7 . Tráfi c o de me t a b o l i t o s y ca p t a c i ó n de glu c o s a . 
 
 Los as t r o c i t o s ro d e a n to t a l m e n t e co n su s ra m i f i c a c i o n e s lo s ca p i l a r e s ce r e b r a l e s (v e r 
es q u e m a 1) . Por ta n t o , lo s su s t r a t o s ha n de at r a v e s a r es t a s te r m i n a c i o n e s de as t r o c i t o s pa r a 
ac c e d e r al re s t o de l ce r e b r o . Como ya he m o s m e n c i o n a d o , lo s as t r o c i t o s "i n vi v o "  est á n 
co m u n i c a d o s en t r e sí po r la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , lo cu a l pu e d e su p o n e r un a ca n a l i z a c i ó n 
en el tr a n s p o r t e de m e t a b o l i t o s en t r e la sa n g r e y la s cé l u l a s ce r e b r a l e s , as í co m o en t r e 
as t r o c i t o s ad y a c e n t e s , pe r m i t i e n d o el tr a n s p o r t e de io n e s y m o l é c u l a s . Esta fu n c i ó n se r á el 
ob je t o fu n d a m e n t a l de es t e tr a b a j o  y se ex p l i c a r á de t a l l a d a m e n t e en el ap a r t a d o 1.3  . 
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1 . 2 . 4 . Regu l a c i ó n de la pe r m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s en as t r o c i t o s . 
 
 Las un i o n e s co m u n i c a n t e s en el  SNC, al ig u a l qu e oc u r r e en ot r o s te j i d o s , se pu e d e n 
re g u l a r a co r t o y a la r g o pl a z o (B r u z z o n e et al . , 19 9 6 ) . La reg u l a c i ó n a la r g o pl a z o oc u r r e en 
ho r a s o dí a s y op e r a a ni v e l tr a n s c r i p c i o n a l . Este ti p o de re g u l a c i ó n es t á as o c i a d a co n lo s 
ca m b i o s en el nú m e r o de ca n a l e s qu e co m p o n e n la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , as í co m o co n 
ca m b i o s en la ve l o c i d a d de in t e r n a l i z a c i ó n de la s co n e x i n a s y su de g r a d a c i ó n . Por ot r a pa r t e , la 
re g u l a c i ó n a co r t o pl a z o oc u r r e en cu e s t i ó n de m in u t o s y es t á re l a c i o n a d a co n el pa s o rá p i d o 
de l es t a d o ab i e r t o al ce r r a d o y vi c e v e r s a . La fun c i o n a l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s vi e n e 
de t e r m i n a d a , pr e c i s a m e n t e , po r su  es t a d o ab i e r t o o ce r r a d o , as í co m o po r la fr a c c i ó n de ti e m p o 
em p l e a d a en pa s a r de un es t a d o al ot r o . 
 
La per m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s pu e d e es t a r co n t r o l a d a po r di s t i n t a s 
su s t a n c i a s qu e po d e m o s ag r u p a r en re g u l a d o r e s “f i s i o l ó g i c o s ” y re g u l a d o r e s “n o fi s i o l ó g i c o s ” . 
 
 En el gr u p o de lo s “n o fi s i o l ó g i c o s ” se en g l o b a n su s t a n c i a s co m o an e s t é s i c o s vo l á t i l e s 
(e t o m i d a t o , pr o p o f o l , ha l o t a n o , en f l u r a n o ) (Mantz et al . , 19 93), al c o h o l e s (h e p t a n o l y oc t a n o l ) 
(B e n n e t t et al . , 19 9 1 , Giaum e et  al . , 19 9 1 b ) , el ác i d o 18 -  - g l i c i r r e t í n i c o (AGA), la ca r b e n o x o l o n a 
(CBX) (David s o n et al . , 19 8 6 , Guan et al . , 19 9 6 ) , ad e m á s de su l f o n i l u r e a s co m o la to l b u t a m i d a 
y la gl i b e n c l a m i d a (Grand a et al . , 19 9 8 , Ve l a s c o et al . , 20 0 0 , Sanch e z -Alva r e z et al . , 20 0 6 , 
Tabe r n e r o et al . , 20 0 6 ) . 
  
 En el gr u p o de lo s “f i s i o l ó g i c o s ” se en c u e n t r a n di f e r e n t e s ag e n t e s co m o la en d o t e l i n a - 1 
(ET-1) (Giaum e et al . , 19 9 2 ) ,  el ác i d o ol e i c o (Lav a d o et al . , 19 9 7 ) , la no r a d r e n a l i n a (Giaum e et 
al . , 19 9 1 b ) , el is o p r o t e r e n o l  (Giaum e et al . , 19 9 1 b ) o la an a n d a m i d a (V e n a n c e et al . , 19 9 5 ) . 
Adem á s , di v e r s a s se ñ a l e s in t r a c e l u l a r e s so n ca p a c e s de re g u l a r la pe r m e a b i l i d a d de la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s de lo s as t r o c i t o s , co m o so n el  ác i d o ar a q u i d ó n i c o (Sáez et al . , 19 9 0 ) , lo s 
ni v e l e s in t r a c e l u l a r e s de Ca 2+  (Enkv i s t an d McCarth y , 19 94, Gr and a et al . , 19 9 8 ) , el óx i d o 
ní t r i c o (B o l a ñ o s an d Medin a , 19 9 6 ) y el ATP intr a c e l u l a r (V e r a et  al . , 19 9 6 ) . A con t i n u a c i ó n se 
de t a l l a n al g u n o s as p e c t o s re f e r e n t e s a lo s re g u l a d o r e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s 
em p l e a d o s en es t a Memor i a . 
 
 1.2 . 4 . 1 . Endo t e l i n a - 1 
 
La ET-1 es un pé p t i d o de 21 am i n o á c i d o s , po t e n t e ag e n t e va s o c o n s t r i c t o r , qu e fu e 
ai s l a d o po r pr i m e r a ve z a pa r t i r de l  so b r e n a d a n t e de l cu l t i v o de cé l u l a s en d o t e l i a l e s aó r t i c a s de 
ce r d o (Y a n a g i s a w a et al . , 19 8 8 ) . Const i t u y e un o de lo s m ie m b r o s de un a fa m i l i a co m p u e s t a po r 
3 pép t i d o s co n gr a n ho m o l o g í a de n o m i n a d o s ET -1, ET-2 y ET-3. Adem á s de su ac c i ó n 
va s o c o n s t r i c t o r a , la s ETs ind u c e n un am p l i o es p e c t r o de ef e c t o s bi o l ó g i c o s pe r i f é r i c o s en 
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t e j i d o s no va s c u l a r e s , ta l e s co m o la co n s t r i c c i ó n de la s vía s re s p i r a t o r i a s y de l m ú s c u l o li s o 
in t e s t i n a l y ut e r i n o , ac c i o n e s in o t r ó p i c a s y cr o n o t r ó p i c a s en el m ú s c u l o ca r d í a c o , ef e c t o s 
re n a l e s no va s c u l a r e s y m o d u l a c i ó n de la se c r e c i ó n ho r m o n a l (p a r a re v i s i ó n , ve r : (Sim o n s o n 
an d Dunn, 19 9 1 ) ) . Ejer c e n su fu n c i ó n fi s i o l ó g i c a a tr a v é s de  do s re c e p t o r s , ET A y ET B , los 
cu a l e s so n re c e p t o r e s tr a n s m e m b r a n a qu e es t á n ac o p l a d o s a pr o t e í n a s  G. El rec e p t o r ET A se 
ex p r e s a pr i n c i p a l m e n t e en la s cé l u l a s de l m ú s c u l o  li s o va s c u l a r de va r i o s te j i d o s , m ie n t r a s el 
re c e p t o r ET B  est á m á s am p l i a m e n t e di s t r i b u i d o , co n un a ex p r e s i ó n pr e d o m i n a n t e en la s cé l u l a s 
gl i a l e s (H o r i et al . , 19 9 2 ) . 
 
 En el ce r e b r o , la s is o f o r m a s ET-1 y ET-3 son pr o d u c i d a s po r va r i o s ti p o s de cé l u l a s , 
in c l u y e n d o lo s as t r o c i t o s (Ehr e n r e i c h et al . , 19 9 1 , Giaum e an d Ve n a n c e , 19 9 8 ) , ci e r t a s 
ne u r o n a s (F u x e et al . , 19 9 1 ) y la s cé l u l a s en d o t e l i a l e s (Y o s h i m o t o et al . , 19 9 0 ) , ex i s t i e n d o si t i o s 
de un i ó n de al t a af i n i d a d pa r a es t o s pé p t i d o s . En los as t r o c i t o s , la s ETs ind u c e n ca m b i o s en la 
co n c e n t r a c i ó n de va r i o s se g u n d o s m e n s a j e r o s , co n o c i d o s po r su im p l i c a c i ó n en la re g u l a c i ó n 
de lo s ca n a l e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s . En est o s ca m b i o s se in c l u y e n (Giaum e et al . , 
19 9 2 ) : 
 
 1. Un ráp i d o in c r e m e n t o en la co n c e n t r a c i ó n in t r a c e l u l a r de Ca 2+ , se g u i d o de un a m e s e t a  
 dur a d e r a de b i d a a la af l u e n c i a de es t e ió n . 
 2. Un inc r e m e n t o en la pr o d u c c i ó n de in o s i t o l fo s f a t o s . 
 3. Una inh i b i c i ó n de la  ac u m u l a c i ó n de cAMP debi d a a un a ac c i ó n  - a d r e n é r g i c a . 
 4. Una lib e r a c i ó n si g n i f i c a t i v a de ác i d o ar a q u i d ó n i c o . 
 
 La ET-1 y la ET-3 inh i b e n la pe r m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s de lo s as t r o c i t o s 
“i n vi v o ” e “in vi t r o ” (G iaum e et al . , 19 9 2 ) .  Adem á s , la ET-1  pro d u c e , en lo s as t r o c i t o s ,  un 
au m e n t o en la ca p t a c i ó n de gl u c o s a , (Tabe r n e r o et al . , 19 9 6 , Sá nch e z -Alva r e z et al . , 20 04, 
Her r e r o -Gonz a l e z et al . , 20 0 9 ) , pr o m u e v e la pr o l i f e r a c i ó n ce l u l a r (Tabe r n e r o et al . , 20 0 1 , 
He r r e r o -Gonz a l e z et al . , 20 0 9 ) , in d u c e la sí n t e s i s de pr o t e í n a s , ca m b i a la m o r f o l o g í a de lo s 
as t r o c i t o s (H a s s e l b l a t t et al . , 20 03) y aum e n t a la li b e r a c i ó n de gl u t a m a t o (Sasak i et al . , 19 9 7 ) , 
en t r e ot r o s ef e c t o s . El si g n i f i c a d o de es t a s re s p u e s t a s so b r e la fu n c i ó n de lo s as t r o c i t o s no es t á 
aú n es c l a r e c i d o de l to d o (E hre n r e i c h , 19 9 9 ) , pe r o se co n o c e qu e du r a n t e la gl i o s i s re a c t i v a , lo s 
as t r o c i t o s li b e r a n ETs que pu e d e n pa r t i c i p a r en va r i a s si t u a c i o n e s pa t o l ó g i c a s (Ruba n y i an d 
Polok o f f , 19 94, Patel , 19 9 6 , Morga et al . , 20 0 0 ) . Así, lo s ni v e l e s de ETs est á n el e v a d o s en 
al g u n a s en f e r m e d a d e s ne u r o l ó g i c a s in c l u y e n d o la en f e r m e d a d de Alzhe i m e r (Z h a n g et al . , 
19 94), la in f l a m a c i ó n ce r e b r a l (Nie an d Olsso n , 19 9 6 ) , la in f e c c i ó n po r VIH (Didie r et al. , 20 0 2 ) , 
la he m o r r a g i a su b a r a c n o i d e a (Mas ao k a et al . , 19 8 9 ) , la is q u e m i a (B a r o n e et al . , 19 9 5 , 
Ya m a s h i t a et al . , 20 0 0 ) , la gl i o s i s re a c t i v a (Mac Cumbe r et al . , 19 9 0 , Ha m a et al . , 19 9 7 ) y lo s 
tu m o r e s as t r o c í t i c o s (Stile s et al . , 19 9 7 ) . 
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Respe c t o a la ac c i ó n m it o g é n i c a de la ET-1  en lo s as t r o c i t o s , se ha de m o s t r a d o qu e 
es t i m u l a la pr o g r e s i ó n de l ci c l o ce l u l a r , ya qu e pr o m u e v e un au m e n t o de l nú m e r o de cé l u l a s 
qu e tr a n s i t a n de la fa s e G1 a la fa s e S (Teix e i r a et  al . , 20 0 0 , Tabe r n e r o et al . , 20 0 6 ) . Así, la ET-
1 pr o d u c e un in c r e m e n t o en lo s ni v e l e s de Ki - 6 7 , un a pr o t e í n a qu e  se ex p r e s a en to d a s la s 
fa s e s ac t i v a s de l ci c l o ce l u l a r ,  pe r o au s e n t e en la s cé l u l a s qu e se en c u e n t r a n en la fa s e G0 
(pa r a re v i s i ó n , vé a s e (Endl an d Gerde s , 20 0 0 ) ) y un in c r e m e n t o de la s ci c l i n a s D1 y D3 
(Taber n e r o et al . , 20 0 6 He r r e r o -Gonz á l e z , 20 0 9 , 22 2 ) . 
 
Respe c t o a la ac c i ó n m e t a b o l i c a de la ET-1, en nu e s t r o la b o r a t o r i o se ha pu e s t o de 
m a n i f i e s t o qu e el tr a t a m i e n t o de la s as t r o c i t o s en cu l t i v o pr i m a r i o co n ET-1 pr o m u e v e un 
au m e n t o de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a y de la ex p r e s i ó n de lo s tr a n s p o r t a d o r e s de glu c o s a GLUT-
1 y GLUT-3 asi co m o de la s en z i m a s en c a r g a d a s de la fo s f o r i l a c i ó n de la gl u c o s a Hx - 1 y Hx - 2 . 
(Sánc h e z -Alva r e z et al . , 20 04). 
 
 1.2 . 4 . 2 . Ca r b e n o x o l o n a  
 
 La car b e n o x o l o n a (CBX) es un de r i v a d o so l u b l e de l ác i d o 18 -  - g l i c i r r e t í n i c o (AGA), 
con c r e t a m e n t e es la sa l di s ó d i c a de l 3  -O-he m i s u c c i n a t o . Los de r i v a d o s de l AGA se ha n 
ut i l i z a d o pa r a es t u d i a r el pa p e l de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s en  el co n t r o l de l cr e c i m i e n t o de 
fi b r o b l a s t o s (Marti n et al . , 19 9 1 ) , la di f e r e n c i a c i ó n de m io b l a s t o s (Mege et al . , 19 94) y la 
m a d u r a c i ó n de lo s oo c i t o s (Down s , 19 9 5 ) .  
 
 Algun o s au t o r e s pr o p o n e n qu e lo s de r i v a d o s de l ác i d o gl i c i r r e t í n i c o , co m o la CBX, 
inh i b e n la s un i o n e s co m u n i c a n t e s al un i r s e di r e c t a m e n t e a la s co n e x i n a s e in d u c i r , de es t e 
m o d o el ci e r r e de l ca n a l (Davi d s o n an d Ba u m g a r t e n , 19 8 8 , Spra y an d Bu r t , 19 9 0 ) . En est e 
se n t i d o , ex i s t e n in d i c i o s qu e av a l a n la te o r í a de qu e es t o s co m p u e s t o s se in t e r c a l a n en la 
m e m b r a n a pl a s m á t i c a y se un e n a lo s co n e x o n e s de  la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , in d u c i e n d o un 
ca m b i o co n f o r m a c i o n a l qu e re s u l t a en el ci e r r e de l ca n a l (Dav i d s o n an d Ba u m g a r t e n , 19 8 8 , 
Goldb e r g et al . , 19 9 6 ) , si n af e c t a r a la sí n t e s i s de pr o t e í n a s ni a su lo c a l i z a c i ó n (Goldb e r g et al . , 
19 9 6 ) .  
 
Los es t u d i o s re a l i z a d o s en nu e s t r o la b o r a t o r i o ha n pu e s t o de m a n i f i e s t o qu e la CBX 
pro d u c e un au m e n t o de la ex p r e s i ó n de lo s tr a n s p o r t a d o r e s de gl u c o s a GLUT-1 y GLUT-3 y de 
la s Hx - 1 y Hx - 2 , lo qu e co n l l e v a un in c r e m e n t o en  la ca p t a c i ó n de gl u c o s a po r lo s as t r o c i t o s 
(Sánc h e z -Alva r e z et al . , 20 04, Her r e r o -Gonz a l e z et al . , 20 0 9 ) . Adem á s , se ha de m o s t r a d o qu e 
la CBX pro d u c e un au m e n t o de la ex p r e s i ó n de la  pr o t e í n a Ki - 6 7 y de la s ci c l i n a s D1 y D3 
(Taber n e r o et al . , 20 0 6 , He r r e r o -G onza l e z et al . , 20 0 9 ) .  
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1 . 3 .  CO MUNICACIÓN INTERCELULAR Y CAPTACIÓN DE GLUCOSA: 
 
Tal y co m o m u e s t r a el es q u e m a 1, lo s as t r o c i t o s ro d e a n to t a l m e n t e co n su s 
ra m i f i c a c i o n e s lo s ca p i l a r e s ce r e b r a l e s . Por ta n t o , lo s su s t r a t o s ha n de at r a v e s a r es t a s 
te r m i n a c i o n e s de as t r o c i t o s pa r a ac c e d e r al re s t o de l ce r e b r o .  Como ya he m o s m e n c i o n a d o , 
lo s as t r o c i t o s "i n vi v o "  est á n co m u n i c a d o s en t r e sí po r la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , lo cu a l pu e d e 
su p o n e r un a ca n a l i z a c i ó n en el tr a n s p o r t e de m e t a b o l i t o s en t r e la sa n g r e y la s cé l u l a s 
ce r e b r a l e s , as í co m o en t r e as t r o c i t o s ad y a c e n t e s , pe r m i t i e n d o el tr a n s p o r t e de io n e s y 
m o l é c u l a s .  
 
 En nue s t r o la b o r a t o r i o se ha pu e s t o de m a n i f i e s t o la tr a n s f e r e n c i a de lo s pr i n c i p a l e s 
m e t a b o l i t o s a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s de as t r o c i t o s . Así, la glu c o s a y su de r i v a d o 
fo s f o r i l a d o gl u c o s a - 6 - f o s f a t o , so n ca p a c e s de at r a v e s a r la s un i o n e s co m u n i c a n t e s de lo s 
as t r o c i t o s (Tabe r n e r o et al . , 19 9 6 ) . Adem á s , el la c t a t o , un su s t r a t o es e n c i a l pa r a el ce r e b r o en 
de s a r r o l l o (Medin a et al . , 19 9 2 ) , es ca p a z de pa s a r de un as t r o c i t o a ot r o a tr a v é s de la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s (Tabe r n e r o et al . , 19 9 6 ) . Por últ i m o , el gl u t a m a t o y la gl u t a m i n a , 
im p l i c a d o s en la tr a n s f e r e n c i a de ca r b o n o s en t r e ne u r o n a s y as t r o c i t o s , pu e d e n di f u n d i r 
ta m b i é n a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s (G iaum e et al . , 19 9 7 ) . De ser as í , la re g u l a c i ó n 
de la pe r m e a b i l i d a d de es t a s un i o n e s pu e d e se r cr u c i a l en el m e t a b o l i s m o ge n e r a l de l ce r e b r o . 
En est e se n t i d o , es t u d i o s re c i e n t e s m u e s t r a n qu e la s un i o n e s co m u n i c a n t e s pe r m i t e n el tr á f i c o 
in t e r c e l u l a r de gl u c o s a y su s m e t a b o l i t o s en t r e la s re d e s de lo s as t r o c i t o s co m u n i c a d o s a tr a v e s 
de la un i o n e s co m u n i c a n t e s .  Este tr á f i c o de gl u c o s a a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s es t á 
re g u l a d o po r la ac t i v i d a d si n á p t i c a gl u t a m a t é r g i c a m e d i a d a po r re c e p t o r e s AMPA. Adem á s , en 
au s e n c i a de gl u c o s a en el es p a c i o ex t r a c e l u l a r , lo s as t r o c i t o s ob t i e n e n es t e su s t r a t o pa r a 
m a n t e n e r la ac t i v i d a d gl u t a m a t é r g i c a , só l o cu a n d o es t á n co n e c t a d o s a tr a v é s de la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s (Rouac h et al . , 20 0 8 ) . 
 
 En nue s t r o la b o r a t o r i o se ha de m o s t r a d o qu e ex i s t e un a re l a c i ó n en t r e la in h i b i c i ó n de la 
pe r m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s y el au m e n t o en la ca p t a c i ó n de gl u c o s a po r lo s 
as t r o c i t o s (Tabe r n e r o et al . , 19 9 6 ,  Sánc h e z -Alva r e z et al . , 20 04, Her r e r o -Gonz a l e z et al . , 20 0 9 ) . 
La inh i b i c i ó n de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s es t i m u l a la ca p t a c i ó n de gl u c o s a po r lo s as t r o c i t o s 
en cu l t i v o . Adem á s , lo s in h i b i d o r e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s so n ca p a c e s de es t i m u l a r el 
ci c l o de la s pe n t o s a s fo s f a t o (Tabe r n e r o et al . , 19 9 6 ) . En est e se n t i d o , la in h i b i c i ó n de la 
ac t i v i d a d de la gl u c o s a - 6 - f o s f a t o de s h i d r o g e n a s a po r la de h i d r o e p i a n d o s t e r o n a (DHEA) 
(Gordo n et al . , 19 9 5 ) , pr e v i e n e el au m e n t o de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a pr o m o v i d a po r 
in h i b i d o r e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s . Dado qu e es t a en z i m a pa r t i c i p a en un pa s o li m i t a n t e 
de l ci c l o de la s pe n t o s a s fo s f a t o , lo s re s u l t a d o s in d i c a n qu e el au m e n t o en la ac t i v i d a d de es t a 
ví a m e t a b ó l i c a es ne c e s a r i o pa r a pr o m o v e r el in c r e m e n t o de la ca p t a c i ó n de glu c o s a qu e 
oc u r r e tr a s el ci e r r e de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s (Esqu e m a 7).   
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Esque m a 7. Efec t o de la in h i b i c i ó n de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s so b r e la ca p t a c i ó n 
de glu c o s a y la ve l o c i d a d de pr o l i f e r a c i ó n en as t r o c i t o s . 
(Modif i c a d o de Taber n e r o y col . 200 1 ) 
 
 
Por otr a pa r t e , el ci c l o de la s pe n t o s a s fo s f a t o su m i n i s t r a ri b o s a - 5 - f o s f a t o , ne c e s a r i a pa r a 
la sí n t e s i s de lo s ác i d o s nu c l e i c o s . De acu e r d o co n es t o , se ha de m o s t r a d o qu e la in h i b i c i ó n d e 
la s un i o n e s co m u n i c a n t e s pr o m u e v e un au m e n t o en la  sí n t e s i s de lo s ác i d o s nu c l e i c o s a pa r t i r 
de gl u c o s a ; es t e ef e c t o se pr e v i e n e cu a n d o se in h i b e la ac t i v i d a d de l ci c l o de la s pe n t o s a s 
fo s f a t o (Tabe r n e r o et al . , 20 0 1 ) . A su ve z , la i n h i b i c i ó n de la sí n t e s i s de DNA prev i e n e el 
au m e n t o de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a pr o m o v i d o po r lo s in h i b i d o r e s de la co m u n i c a c i ó n 
in t e r c e l u l a r , in d i c a n d o qu e el pr o p ó s i t o fi n a l de l in c r e m e n t o de  la ca p t a c i ó n de gl u c o s a 
ob s e r v a d o en es t a s ci r c u n s t a n c i a s , es el au m e n t o de la pr o l i f e r a c i ó n . De hec h o , la ve l o c i d a d de 
pr o l i f e r a c i ó n au m e n t a tr a s el tr a t a m i e n t o co n lo s in h i b i d o r e s de  la s un i o n e s co m u n i c a n t e s y 
es t e ef e c t o se pr e v i e n e cu a n d o se in h i b e n ta n t o la ac t i v i d a d de l ci c l o de la s pe n t o s a s fo s f a t o 
co m o la ca p t a c i ó n de gl u c o s a . Cuand o se pr e v i e n e el ci e r r e de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s se 
pr o d u c e un a di s m i n u c i ó n si g n i f i c a t i v a de am b o s pr o c e s o s , lo qu e  su g i e r e qu e el au m e n t o de la 
ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a y la ve l o c i d a d de pr o l i f e r a c i ó n es t á n re l a c i o n a d o s co n el 
ci e r r e de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s (Tabe r n e r o et al . , 20 0 1 ) . 
 
El aum e n t o en la ca p t a c i ó n de gl u c o s a se re f l e j a en un im p o r t a n t e au m e n t o de la Vm a x y 
un a di s m i n u c i ó n , de un or d e n de m a g n i t u d , de la Km de es t e pr o c e s o . La inh i b i c i ó n de la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s en as t r o c i t o s pr o d u c e un rá p i d o ca m b i o en la lo c a l i z a c i ó n de l pr i n c i p a l 
tr a n s p o r t a d o r de gl u c o s a en as t r o c i t o s , GLUT-1, de s d e el co m p a r t i m e n t o ce l u l a r ha s t a la 
m e m b r a n a pl a s m á t i c a . A su ve z pr o d u c e un rá p i d o ca m b i o en la lo c a l i z a c i ó n de la Hx - 1 , 
en z i m a qu e ca t a l i z a la fo s f o r i l a c i ó n de la gl u c o s a , de la s m it o c o n d r i a s a lo s m ic r o t ú b u l o s . Este 
pr o c e s o se co n s o l i d a a la r g o pl a z o m e d i a n t e el au m e n t o de la ex p r e s i ó n de GLUT-1 y de la Hx -
1 , ad e m á s de la in d u c c i ó n de GLUT-3 y de la Hx - 2 , do s pr o t e í n a s no r m a l m e n t e au s e n t e s en 
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a s t r o c i t o s . Sin em b a r g o , es t a s is o f o r m a s es t á n pr e s e n t e s en cé l u l a s co n al t a ca p a c i d a d 
gl u c o l í t i c a , si e n d o ca r a c t e r í s t i c a s de l fe n o t i p o tu m o r a l (Sánc h e z -Alva r e z et al . , 20 04). 
 
Como ya he m o s m e n c i o n a d o , pa r e c e ex i s t i r un a re l a c i ó n in v e r s a en t r e la co m u n i c a c i ó n 
in t e r c e l u l a r y la ca p t a c i ó n de gl u c o s a . A fav o r de es t a hi p ó t e s i s , la s cé l u l a s de gl i o m a pr e s e n t a n 
ba j o s ni v e l e s de co m u n i c a c i ó n (Naus  et al . , 19 9 1 , Zh u et al . , 19 9 1 ) , a la ve z qu e m u e s t r a n un a 
al t a ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a (Spen c e et al . , 19 9 8 , Muzi  et al . , 20 0 1 ) . Es más , el 
au m e n t o de la co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r ll e v a co n s i g o la di s m i n u c i ó n de la ve l o c i d a d de 
ca p t a c i ó n de gl u c o s a . Esta di s m i n u c i ó n qu e se ob s e r v a tr a s la ap e r t u r a d e la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s , no es de b i d a a ca m b i o s en lo s tr a n s p o r t a d o r e s de gl u c o s a GLUT-1 y GLUT-3, 
dad o qu e en es t a s ci r c u n s t a n c i a s no se ob s e r v a n ca m b i o s en su lo c a l i z a c i ó n ni en su 
ex p r e s i ó n . Sin em b a r g o , la ac t i v i d a d de la he x o k i n a s a di s m i n u y e sig n i f i c a t i v a m e n t e en la s 
cé l u l a s de gl i o m a C6 cua n d o se au m e n t a la pe r m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s . Este 
he c h o no pa r e c e se r de b i d o a lo s ca m b i o s en la ex p r e s i ó n de la s Hx - 1 y Hx - 2 , si n o a la 
di s m i n u c i ó n de su as o c i a c i ó n a la s m it o c o n d r i a s (Sánc h e z -Alva r e z et al. , 20 04).  
 
 
1 . 3 . 1 . Tran s p o r t e de glu c o s a y me c a n i s m o s de re g u l a c i ó n . 
 
 La glu c o s a es co n s i d e r a d a el pr i n c i p a l nu t r i e n t e pa r a la s cé l u l a s de l si s t e m a ne r v i o s o 
ad u l t o . Aunq u e el pe s o de l ce r e b r o m a d u r o co n s t i t u y e só l o en t r e el 2 -3% del to t a l de l pe s o 
co r p o r a l , es t e ór g a n o pu e d e co n s u m i r un a cu a r t a  pa r t e de la de gl u c o s a su m i n i s t r a d a al 
or g a n i s m o (Clar k e an d Sokol o f f , 19 94). Sólo un a p e q u e ñ a po r c i ó n de es t a gl u c o s a se ut i l i z a 
pa r a lo s pr o c e s o s de bi o s í n t e s i s y la m a y o r pa r t e es co n s u m i d a en el m e t a b o l i s m o en e r g é t i c o . 
 
 El tra n s p o r t e de gl u c o s a a tr a v é s de la m e m b r a n a pl a s m á t i c a se ll e v a a ca b o po r do s 
fa m i l i a s de tr a n s p o r t a d o r e s . Así, se co n o c e la  fa m i l i a de lo s co t r a n s p o r t a d o r e s de Na + -g l u c o s a , 
qu e se ex p r e s a n pr i n c i p a l m e n t e en la m e m b r a n a a p i c a l  de la s cé l u l a s ep i t e l i a l e s de l in t e s t i n o y 
de l ri ñ ó n y qu e tr a n s p o r t a n la gl u c o s a en co n t r a de l gr a d i e n t e de co n c e n t r a c i ó n , pa r a lo cu a l 
ut i l i z a n ATP (par a re v i s i ó n ,  ve r : (F e r r a r i s , 20 0 1 ) ) . Adem á s , se  ha id e n t i f i c a d o un si s t e m a de 
tr a n s p o r t e de gl u c o s a (GLUT) fac i l i t a d o e in d e p e n d i e n t e de Na + , qu e se ex p r e s a en ca s i to d a s 
la s cé l u l a s . En est e se n t i d o , se ha n ca r a c t e r i z a d o 5 is o f o r m a s fu n c i o n a l e s , GLUT-1 al GLUT-5 
(pa r a re v i s i ó n , ve r : (B e l l et al . , 19 9 0 , Mueck l e r , 19 94, Van n u c c i  et al . , 19 9 7 ) ) . A su ve z , 
re c i e n t e m e n t e se ha n id e n t i f i c a d o nu e v o s ge n e s qu e co d i f i c a n pr o t e í n a s tr a n s p o r t a d o r a s de 
he x o s a s , GLUT-6 al GLUT-12 (p a r a re v i s i ó n , ve r : (J o o s t an d Thor e n s , 20 0 1 , Gorov i t s an d 
Charr o n , 20 03)). Aunq u e la ca r a c t e r i z a c i ó n fu n c i o n a l de es t a s nu e v a s is o f o r m a s re q u i e r e 
es t u d i o s m á s ex h a u t i v o s , se sa b e qu e lo s m ie m b r o s de es t a fa m i l i a di f i e r e n en t r e sí en su 
di s t r i b u c i ó n ti s u l a r , su s pr o p i e d a d e s ci n é t i c a s y su es p e c i f i c i d a d po r el su s t r a t o . 
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 En gen e r a l , lo s GLUTs pre s e n t a n 12 do m i n i o s hi d r o f ó b i c o s tr a n s m e m b r a n a co n 
es t r u c t u r a se c u n d a r i a de  hél i c e , co n e c t a d o s en t r e sí po r bu c l e s de na t u r a l e z a hi d r o f í l i c a . El 
pri m e r o de es t o s do m i n i o s es ex o f a c i a l y co n t i e n e si t i o s de N-gli c o s i l a c i ó n (J o o s t et al . , 19 94, 
Olson an d Pess i n , 19 9 6 ) . T ant o el ex t r e m o N- com o el C- ter m i n a l de la pr o t e í n a es t á n 
or i e n t a d o s ha c i a el l a d o ci t o p l a s m á t i c o de la m e m b r a n a ce l u l a r (Thor e n s , 19 9 6 ) (v é a s e 
Esqu e m a 8) . Los di f e r e n t e s m o d e l o s di s e ñ a d o s pa r a lo s GLUTs sug i e r e n qu e ci n c o de la s 
hé l i c e s tr a n s m e m b r a n a fo r m a n un po r o ac u o s o qu e ac t ú a de ca n a l pa r a el pa s o de lo s 
su s t r a t o s (p a r a re v i s i ó n , ve r : (B a r r e t t et al . , 19 9 9 ) ) . En est e se n t i d o se su g i e r e qu e , tr a s la un i ó n 
de l tr a n s p o r t a d o r co n el az ú c a r , se pr o d u c e un a re o r i e n t a c i ó n de lo s GLUTs, de un a 
co n f o r m a c i ó n ex o f a c i a l a un a en d o f a c i a l , se g u i d o de la  li b e r a c i ó n de l su s t r a t o en el in t e r i o r de 
la cé l u l a (p a r a re v i s i ó n , ve r : (B a r r e t t et al . , 19 9 9 ) ) . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esque m a 8. Estru c t u r a co m ú n de lo s tr a n s p o r t a d o r e s GLUT. 
Modifi c a d o de  Nelso n y Cox (20 0 0 ) . 
 
 Como he m o s m e n c i o n a d o co n an t e r i o r i d a d , lo s GLUTs dif i e r e n en t r e sí po r q u e 
pr e s e n t a n di s t i n t a di s t r i b u c i ó n ce l u l a r . Así, el GLUT-1 es la is o f o r m a de lo s tr a n s p o r t a d o r e s de 
gl u c o s a qu e se en c u e n t r a m á s am p l i a m e n t e di s t r i b u i d a . De  hec h o , se ex p r e s a en ca s i to d o s lo s 
ti p o s de cé l u l a s (p a r a re v i s i ó n , ve r : (B e l l et al . , 19 9 0 , Mueck l e r , 19 94, Va n n u c c i et al . , 19 9 7 ) ) . 
En est e se n t i d o , se ha de s c r i t o la ex p r e s i ó n de l GLUT-1 en lo s er i t r o c i t o s y en lo s cu l t i v o s 
pr i m a r i o s de to d a s la s cé l u l a s ne u r a l e s , in c l u y e n d o la s ne u r o n a s y lo s as t r o c i t o s (p a r a re v i s i ó n , 
ve r : (Maher et al . , 19 94, Van n u c c i et  al . , 19 9 7 ) . El GLUT-1 se ha  de t e c t a d o en el ce r e b r o co n 
do s m a s a s m o l e c u l a r e s di f e r e n t e s , 55 kDa y 45 kD a, la s cu a l e s so n co d i f i c a d a s po r el m is m o 
ge n pe r o di f i e r e n en el gr a d o de gl i c o s i l a c i ó n (B i r n b a u m et al . , 19 8 6 , Ka s a n i k i et al . , 19 8 7 ) . 
Exis t e n ev i d e n c i a s qu e de m u e s t r a n qu e la fo r m a de 55 kDa se lo c a l i z a pr e f e r e n t e m e n t e en la 
co r t e z a y en lo s ca p i l a r e s ce r e b r a l e s (Pard r i d g e an d Bo a d o , 19 93). Sin em b a r g o , la fo r m a de 
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m á s ba j o pe s o m o l e c u l a r , es de c i r , la de 45 kDa, se  lo c a l i z a pr i n c i p a l m e n t e en la s cé l u l a s de la 
gl í a (B o n d y et al . , 19 9 2 , Lee an d Bo n d y , 19 93). Por otr a pa r t e , el GLUT-2 es la pr i n c i p a l 
is o f o r m a de l tr a n s p o r t a d o r de gl u c o s a en lo s he p a t o c i t o s , la s cé l u l a s  pan c r e á t i c a s y la s 
cé l u l a s ep i t e l i a l e s de la m u c o s a in t e s t i n a l y de l  ri ñ ó n (F u k u m o t o et al . , 19 8 8 , Thore n s et al . , 
19 8 8 , Thor e n s , 19 9 2 ) . El GLUT-3 es la is o f o r m a re s p o n s a b l e de l tr a n s p o r t e de gl u c o s a en la s 
ne u r o n a s (Naga m a t s u et al . , 19 93) ( pa r a re v i s i ó n , ve r : (Maher et al . , 19 94, Van n u c c i et al . , 
19 9 7 ) ) , au n q u e ta m b i é n se ha n en c o n t r a d o ni v e l e s de t e c t a b l e s de es t e tr a n s p o r t a d o r en la 
pl a c e n t a y en el ri ñ ó n (K a y a n o et al . , 19 8 8 ) y se in d u c e en re s p u e s t a a es t í m u l o s (Cidad et al . , 
20 0 1 , Sánc h e z -Alva r e z et al . , 20 04). El GLUT-4 se lo c a l i z a pr e f e r e n t e m e n t e en lo s te j i d o s 
se n s i b l e s a la in s u l i n a , co m o el m ú s c u l o y el  te ji d o ad i p o s o (B i r n b a u m , 19 8 9 , Charr o n et al . , 
19 8 9 , Fu k u m o t o et al . , 19 8 9 , Ja m e s et al . , 19 8 9 , Ka e s t n e r et al . , 19 8 9 ) . El GLUT-5 es un 
tr a n s p o r t a d o r de fr u c t o s a m á s qu e de gl u c o s a y se ex p r e s a en ni v e l e s re l a t i v a m e n t e al t o s en la 
m e m b r a n a ap i c a l de la s cé l u l a s de l in t e s t i n o de l g a d o (K a y a n o et al . , 19 9 0 , David s o n et al . , 
19 9 2 , Mahra o u i et al . , 19 9 2 ) . El GLUT-5 ta m b i é n se ex p r e s a en  el en d o t e l i o ce r e b r a l (Manty c h 
et al . , 19 93) y en la s cé l u l a s m ú s c u l a r e s y de l te ji d o ad i p o s o (H u n d a l et al . , 19 9 2 , Sheph e r d et 
al . , 19 9 2 ) , au n q u e su fu n c i ó n fi s i o l ó g i c a en es t o s te j i d o s no es t á de l to d o es c l a r e c i d a (p a r a 
re v i s i ó n , ve r : (B e l l et al . , 19 9 0 , Mue ck l e r , 19 94, Van n u c c i et al . , 19 9 7 ) ) . 
 
 El GLUT-1 y el GLUT-3, a dif e r e n c i a de l re s t o de la s is o f o r m a s de es t a fa m i l i a , so n lo s 
re s p o n s a b l e s de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a ba s a l po r lo s te j i d o s . La Km de am b o s 
tr a n s p o r t a d o r e s pa r a la gl u c o s a es  de ap r o x i m a d a m e n t e 1 mM y, po r ta n t o , si g n i f i c a t i v a m e n t e 
m e n o r e s qu e lo s ni v e l e s no r m a l e s de gl u c o s a sé r i c a , qu e os c i l a n , en co n d i c i o n e s fi s i o l ó g i c a s , 
en t r e 4 mM y 8 mM. Por co n s i g u i e n t e , el GLUT-1  y el GLUT-3 tra n s p o r t a n gl u c o s a 
co n t i n u a m e n t e al in t e r i o r de la cé l u l a a un a ve l o c i d a d pr á c t i c a m e n t e c o n s t a n t e (Strye r et al . , 
20 03). Sin em b a r g o , la pr e s e n c i a de m á s de un a is o f o r m a de l tr a n s p o r t a d o r  de gl u c o s a en el 
ce r e b r o pa r e c e es t a r re l a c i o n a d a no só l o co n la ex p r e s i ó n es p e c í f i c a de ca d a cé l u l a y su 
re g u l a c i ó n , si n o ta m b i é n co n la s ca r a c t e r í s t i c a s in t r í n s e c a s de la s di f e r e n t e s is o f o r m a s y su 
co n c e n t r a c i ó n . Así, ha y au t o r e s q u e in d i c a n un a ca r a c t e r í s t i c a di s t i n t i v a en t r e el GLUT-1 y el 
GLUT-3 en cu a n t o a la af i n i d a d ap a r e n t e po r la gl u c o s a y su s an á l o g o s , su g i r i e n d o qu e el 
GLUT-3 pre s e n t a m a y o r ca p a c i d a d pa r a el tr a n s p o r t e de gl u c o s a qu e el GLUT-1 (pa r a re v i s i ó n , 
ve r : (B e l l et al . , 19 93, Maher et al . , 19 94, Van n u c c i et al . , 19 9 7 ) ) .  
 
 La exp r e s i ó n y la fu n c i ó n de lo s tr a n s p o r t a d o r e s de gl u c o s a es t á n re g u l a d a s po r se ñ a l e s 
in t r a y ex t r a c e l u l a r e s . Así, di f e r e n t e s es t u d i o s de m u e s t r a n un in c r e m e n t o de l tr a n s p o r t e de 
gl u c o s a en re s p u e s t a a fa c t o r e s de cr e c i m i e n t o en fi b r o b l a s t o s (B i r d et al . , 19 9 0 ) , cé l u l a s 
ep i t e l i a l e s de la re t i n a (Taka g i et al . , 19 94), m io c i t o s en de s a r r o l l o (B i l a n et  al. , 19 9 2 a , Bil a n et 
al . , 19 9 2 b ) , cé l u l a s li n f o i d e s (Chak r a b a r t i et al . , 19 94) y ot r a s cé l u l a s he m a t o p o i é t i c a s (W h e t t o n 
et al . , 19 84, 198 5 , Ha m i l t o n et al . , 19 8 8 ) . En est e se n t i d o , la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a 
po r lo s te j i d o s es t á so m e t i d a a un a re g u l a c i ó n ta n t o a co r t o co m o a la r g o pl a z o . Al res p e c t o , 
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e x i s t e n pr u e b a s qu e po n e n de m a n i f i e s t o qu e , en re p u e s t a a la in s u l i n a , se pr o d u c e en po c o s 
m in u t o s un au m e n t o de l nú m e r o de tr a n s p o r t a d o r e s de gl u c o s a GLUT-4 en la m e m b r a n a 
pl a s m á t i c a (Douen et al . , 19 9 0 , Mitsu m o t o an d Kl i p , 19 9 2 , Zh o u et al . , 20 0 0 , Suare z et al . , 
20 0 1 ) (p a r a re v i s i ó n , ve r : (Mueck l e r , 19 94)). El tra n s p o r t e de gl u c o s a en lo s te j i d o s se n s i b l e s a 
la in s u l i n a re v i s t e gr a n in t e r é s da d a la im p o r t a n c i a de es t e pr o c e s o en el m a n t e n i m i e n t o de la 
ho m e o s t a s i s de la gl u c o s a en el or g a n i s m o . Por ot r o  la d o , lo s tr a b a j o s re a l i z a d o s po r Suáre z y 
co l . (Suar e z et al . , 20 0 1 ) de m u e s t r a n qu e la s ne u r r e g u l i n a s es t i m u l a n la tr a n s l o c a c i ó n de l 
GLUT-1 y de l GLUT-3 des d e el co m p a r t i m e n t o in t r a c e l u l a r ha c i a la  m e m b r a n a pla s m á t i c a en el 
m ú s c u l o . En est a s ci r c u n s t a n c i a s se pr o d u c e ta m b i é n , a la r g o pl a z o , un au m e n t o de la 
ex p r e s i ó n de l GLUT-1 y de l GLUT-3, mie n t r a s lo s ni v e l e s de l GLUT-4 dis m i n u y e n 
dr á s t i c a m e n t e . Otros tr a b a j o s  de m u e s t r a n ca m b i o s si m i l a r e s en la di s t r i b u c i ó n de l 
tr a n s p o r t a d o r de gl u c o s a GLUT-1 en re s p u e s t a a di f e r e n t e s es t í m u l o s (Mitsu m o t o an d Kl i p , 
19 9 2 , He i j n e n et al . , 19 9 7 , Malid e et al . , 19 9 8 , Sa mih et al . , 20 0 0 , Be n t l e y et al . , 20 03), 
in d i c a n d o qu e és t e pu e d e se r un m e c a n i s m o co m ú n ut i l i z a d o p o r la s cé l u l a s pa r a ga r a n t i z a r el 
in c r e m e n t o rá p i d o de la ve l o c i d a d de  ca p t a c i ó n de gl u c o s a y re s p o n d e r as í a lo s re q u e r i m i e n t o s 
m e t a b ó l i c o s . Por otr a pa r t e , la ex p r e s i ó n de l GLUT-1 se pu e d e m o d u l a r ta m b i é n po r ca m b i o s 
en el gr a d o de gl i c o s i l a c i ó n de la pr o t e í n a (Sam i h et al . , 20 0 0 ) . 
 Como he m o s in d i c a d o , la s cé l u l a s tu m o r a l e s m u e s t r a n un in c r e m e n t o en la ve l o c i d a d de 
ca p t a c i ó n de gl u c o s a , ta n t o in vitro  com o in vivo  (Isse l b a c h e r , 19 7 2 b , a, Yo n e k u r a et al . , 19 8 2 , 
Ho l m et al . , 19 9 5 ) . De hec h o , és t a es un a de la s ca r a c t e r í s t i c a s bi o q u í m i c a s qu e ca r a c t e r i z a al 
fe n o t i p o ne o p l á s i c o (W a r b u r g , 19 5 6 b ) . Los m e c a n i s m o s po r lo s cu a l e s se m a n t i e n e un 
au m e n t o so s t e n i d o en el m e t a b o l i s m o de la gl u c o s a en es t e ti p o de cé l u l a s no es t á n de l to d o 
es c l a r e c i d o s . Sin em b a r g o , se ha de m o s t r a d o qu e el  GLUT-1 y el GLUT-3 se so b r e e x p r e s a n en 
gr a n va r i e d a d de tu m o r e s hu m a n o s (Y a m a m o t o et al . , 19 9 0 , Nishi o k a et al . , 19 9 2 , Bo a d o et al . , 
19 94, You n e s et al . , 19 9 6 , 19 9 7 b , Sa mih et al . , 20 03) y lí n e a s ce l u l a r e s co m o la s cé l u l a s de 
gl i o m a C6 (Nagam a t s u et al . , 19 9 6 ) . Algun o s tr a b a j o s co n c l u y e n qu e la so b r e e x p r e s i ó n de 
es t a s is o f o r m a s se co r r e l a c i o n a co n el gr a d o de  m a l i g n i d a d de l tu m o r (B o a d o et al . , 19 94, 
You n e s et al . , 19 9 7 a ) . Así, se su g i e r e qu e el tr a n s p o r t e de gl u c o s a es  un fa c t o r li m i t a n t e en el 
m e t a b o l i s m o de la gl u c o s a en la s cé l u l a s co n al t a  ve l o c i d a d de pr o l i f e r a c i ó n . De hec h o , la 
m a l i g n i d a d de al g u n o s tu m o r e s , co m o es el ca s o  de lo s gl i o m a s , es t á di r e c t a m e n t e re l a c i o n a d a 
co n el au m e n t o de su ca p a c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a . Al  res p e c t o , el m é t o d o de 
di a g n ó s t i c o y pr o n ó s t i c o , ut i l i z a n d o la to m o g r a f í a de em i s i ó n de po s i t r o n e s (PET) con 
fl u o r o d e s o x i g l u c o s a , se ba s a en qu e la s cé l u l a s co n m a y o r gr a d o de m a l i g n i d a d pr e s e n t a n un a 
m a y o r ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a (Spen c e et al . , 19 9 8 ) . 
 
 Actua l m e n t e , la te n d e n c i a pa r a ex p l i c a r es t e ef e c t o de m e t a b o l i s m o au m e n t a d o de 
m a n e r a so s t e n i d a en cé l u l a s tu m o r a l e s , es t á un i d o al es t u d i o de l m ic r o a m b i e n t e qu e ex i s t e en 
el in t e r i o r de l tu m o r . La raz ó n m a s re c o n o c i d a pa r a al t e r a r el m e t a b o l i s m o de lo s tu m o r e s es 
ún i c a m e n t e el es t r é s fi s i o l ó g i c o qu e ex i s t e . El mic r o a m b i e n t e en el tu m o r , se ca r a c t e r i z a po r 
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s u f r i r hi p o x i a , ac i d o s i s y un in c r e m e n t o de pr e s i ó n de l flu i d o in t e r s t i c i a l , du r a n t e tie m p o 
pr o l o n g a d o y so b r e to d o en la s ca p a s ce l u l a r e s m a s pr o f u n d a s de l tu m o r pr o m u e v e la 
fo r m a c i ó n de nu e v o s va s o s , pa r a in t e n t a r nu t r i r es a s cé l u l a s y re t i r a r lo s de s e c h o s . La hip o x i a , 
es pr o b a b l e m e n t e el m a s pe n e t r a n t e de lo s ef e c t o s su f r i d o s po r la cé l u l a , ya qu e ex i s t e n 
va r i a c i o n e s de ox i g e n a c i ó n en la zo n a de l tu m o r y la pe r f u s i ó n de l ox i g e n o , no es su f i c i e n t e 
pa r a re s p o n d e r a la de m a n d a de la s cé l u l a s tu m o r a l e s . Pero la s cé l u l a s re s p o n d e n a es t e 
m ic r o a m b i e n t e hi p ó x i c o ac t i v a n d o el fa c t o r in d u c i b l e de hi p o x i a , HIF- 1 α un fa c t o r de 
tr a n s c r i p c i ó n pa r a al g u n a s  pr o t e í n a s re l a c i o n a d a s co n la  ca p t a c i ó n de gl u c o s a ya qu e , 
pr o m u e v e un au m e n t o de ex p r e s i ó n de lo s tr a n s p o r t a d o r e s de glu c o s a pa r a ad a p t a r la cé l u l a a 
es t e am b i e n t e (V e r  ap a r t a d o , 1. 5 ) . 
 
1 . 3 . 2 . Fo s f o r i l a c i ó n de la gl u c o s a y m e c a n i s m o s de re g u l a c i ó n . 
 Una vez qu e la gl u c o s a en t r a en la cé l u l a , ha de fo s f o r i l a r s e pa r a co n t i n u a r su 
m e t a b o l i s m o . La hex o q u i n a s a (ATP:D-hex o s a 6- f o s f o t r a n s f e r a s a , E.C.2.7 . 1 . 1 )  es la en z i m a qu e 
ca t a l i z a la fo s f o r i l a c i ó n de he x o s a s (p a r a re v i s i ó n ve r : (W i l s o n , 19 9 5 , 20 03)). El pas o de 
fo s f o r i l a c i ó n es es e n c i a l pa r a la co m p l e t a uti l i z a c i ó n de la m o l é c u l a de he x o s a a tr a v é s de la s 
di v e r s a s ru t a s m e t a b ó l i c a s ; só l o la gl u c o s a - 6 - f o s f a t o pu e d e co n t i n u a r la ru t a gl u c o l í t i c a , en t r a r 
en el ci c l o de la s pe n t o s a s fo s f a t o o in i c i a r la sí n t e s i s de gl u c ó g e n o . Esta s ru t a s so n ne c e s a r i a s 
pa r a la su p e r v i v e n c i a y re p l i c a c i ó n ce l u l a r e s , pu e s t o qu e so n re s p o n s a b l e s de la pr o d u c c i ó n de 
en e r g í a y de la fo r m a c i ó n de pr e c u r s o r e s pa r a la  sí n t e s i s de ác i d o s nu c l e i c o s , pr o t e í n a s , 
fo s f o l í p i d o s , co l e s t e r o l , et c . (Pede r s e n , 19 7 8 ) . Este pa s o as u m e es p e c i a l im p o r t a n c i a en el 
ce r e b r o de lo s m a m í f e r o s , el cu a l , en co n d i c i o n e s fi s i o l ó g i c a s , es to t a l m e n t e de p e n d i e n t e de la 
gl u c o s a co m o su s t r a t o pa r a ge n e r a r la en e r g í a re q u e r i d a en la  fu n c i ó n ce r e b r a l . No es de 
ex t r a ñ a r qu e , po r gr a m o de te ji d o ,  el ce r e b r o pr e s e n t e ni v e l e s m u c h o m a y o r e s de ac t i v i d a d de 
la he x o q u i n a s a re s p e c t o a ot r o s te j i d o s es t u d i a d o s (W i l s o n an d Fe l g n e r , 19 7 7 ) .  
 En los te ji d o s de m a m í f e r o s ex i s t e n 4 iso f o r m a s co n o c i d a s de he x o q u i n a s a , 
de p e n d i e n d o de su m o v i l i d a d el e c t r o f o r é t i c a (K a t z e n an d Schim k e , 19 6 5 ) (p a r a re v i s i ó n , ve r : 
(W i l s o n , 19 9 5 ) ) . Las is o e n z i m a s ti p o I-III pre s e n t a n un a  ba j a Km pa r a la gl u c o s a y co n s i s t e n en 
un a ca d e n a po l i p e p t í d i c a de 10 0 kDa y ex h i b e n un 70  % de id e n t i d a d en su se c u e n c i a (p a r a 
re v i s i ó n , ve r : (W i l s o n , 19 9 5 ) ) . Así, lo s ex t r e m o s N- y C-ter m i n a l so n si m i l a r e s en se c u e n c i a y 
pl e g a m i e n t o , un a co n s e c u e n c i a de b i d a , pr o b a b l e m e n t e , a la du p l i c a c i ó n y fu s i ó n de un ge n 
an c e s t r a l (East e r b y an d O'Bri e n ,  19 73, Hol r o y d e an d Tray e r , 19 7 6 ) (p a r a re v i s i ó n ve r (W i l s o n , 
19 9 5 , 20 03)). En las is o e n z i m a s I y III, el ex t r e m o C-ter m i n a l pr e s e n t a ac t i v i d a d ca t a l í t i c a 
m ie n t r a s el ex t r e m o N-ter m i n a l ti e n e fu n c i o n e s re g u l a d o r a s (Tsa i an d W i l s o n , 19 9 5 , 19 9 7 ) . En 
cam b i o , en la Hx - 2 am b o s ex t r e m o s co n s e r v a n la ac t i v i d a d ca t a l í t i c a (Ardeh a l i et al . , 19 9 6 , Tsai 
an d W i l s o n , 19 9 6 ) .  
 Una cua r t a is o e n z i m a pr e s e n t e en lo s te j i d o s de  m a m í f e r o s es la he x o q u i n a s a ti p o IV, 
co n o c i d a ta m b i é n co m o gl u c o q u i n a s a (p a r a re v i s i ó n , ve r : (W i l s o n , 19 9 5 , Posti c et al . , 20 0 1 ) ) , 
qu e ti e n e un pe s o m o l e c u l a r de 50 kDa y di f i e r e de la s ot r a s is o e n z i m a s en al g u n a s 
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p r o p i e d a d e s , in c l u y e n d o su m e n o r af i n i d a d po r la gl u c o s a y su ca r e n c i a de se n s i b i l i d a d a la 
in h i b i c i ó n po r el pr o d u c t o , gl u c o s a 6 - f o s f a t o .  
 
 Las is o e n z i m a s de la he x o q u i n a s a ta m b i é n di f i e r e n  en t r e sí en su di s t r i b u c i ó n ti s u l a r . Así, 
la Hx - 1 se ex p r e s a pr e f e r e n t e m e n t e en el ce r e b r o y en lo s er i t r o c i t o s , la Hx - 2 en el m ú s c u l o 
es q u e l é t i c o y en lo s ad i p o c i t o s , la ti p o III se lo c a l i z a en el nú c l e o (Prel l e r an d W i l s o n , 19 9 2 ) y la 
ti p o IV en el hí g a d o y en el pá n c r e a s  (p a r a re v i s i ó n , ve r : (W i l s o n ,  19 9 5 , Posti c et al . , 20 0 1 , 
W i l s o n , 20 03)). 
 
 Las cé l u l a s co n el e v a d o ín d i c e m it ó t i c o pr e s e n t a n un au m e n t o si g n i f i c a t i v o de la 
ac t i v i d a d de la he x o q u i n a s a , en co m p a r a c i ó n co n la s cé l u l a s no r m a l e s (Pede r s e n , 19 7 8 , 
Bu s t a m a n t e et al . , 19 8 1 , Parr y an d Peder s e n , 19 83, Arora an d Pede r s e n , 19 8 8 ) . En est e 
se n t i d o , un nú m e r o co n s i d e r a b l e de es t u d i o s in d i c a n la ex i s t e n c i a de un au m e n t o de la 
ac t i v i d a d de es t a en z i m a en lí n e a s ce l u l a r e s de r i v a d a s de tu m o r e s hu m a n o s y an i m a l e s (p a r a 
re v i s i ó n ve r : (Smit h , 20 0 0 ) ) . Adem á s , la ex p r e s i ó n de la he x o q u i n a s a en la s cé l u l a s ne o p l á s i c a s 
es t á di r e c t a m e n t e re l a c i o n a d a co n el gr a d o de m a l i g n i d a d (B u r k et  al . , 19 6 7 , Peder s e n , 19 7 8 ) . 
Al res p e c t o , se ha n cl o n a d o y se c u e n c i a d o la s is o f o r m a s de la he x o q u i n a s a pr e s e n t e s en es t e 
ti p o de cé l u l a s (Thel e n an d W i l s o n , 19 9 1 , Mathu p a l a an d Pede r s e n , 19 9 7 ) y, cu r i o s a m e n t e , 
es t a s se c u e n c i a s co r r e s p o n d e n a la Hx - 2 . Por otr a pa r t e , la H x - 1  ta m b i é n es t á pr e s e n t e en 
al g u n o s tu m o r e s co n al t a ca p a c i d a d gl u c o l í t i c a (Shino h a r a et al . , 19 9 1 , Remp e l et al . , 19 94), 
au n q u e se su g i e r e qu e el de s a r r o l l o de la ne o p l a s i a  se ac o m p a ñ a de ca m b i o s en el pe r f i l 
is o e n z i m á t i c o de la he x o q u i n a s a . De hec h o , la Hx - 2 , se ex p r e s a en ni v e l e s si g n i f i c a t i v a m e n t e 
al t o s en lo s gl i o m a s (Muzi et al . , 20 0 1 ) . Este m i s m o pa t r ó n de co m p o r t a m i e n t o se ob s e r v a en 
ot r a s cé l u l a s tu m o r a l e s , do n d e el 45% de to d a s la s m u e s t r a s ex a m i n a d a s pr e s e n t a r o n al t o s 
ni v e l e s de es t a is o f o r m a (Gudna s o n et al . , 19 84). En est e se n t i d o , au n q u e la Hx - 1 es la 
is o f o r m a pr e d o m i n a n t e en la re t i n a ,  lo s re t i n o b l a s t o m a s ex p r e s a n ca n t i d a d e s co n s i d e r a b l e s de 
la Hx - 1 (B e e m e r et al . , 19 8 2 ) . Estas ev i d e n c i a s in d i c a n qu e pu e d e n de t e c t a r s e ca n t i d a d e s 
si g n i f i c a t i v a s de la Hx - 2 en cé l u l a s al t a m e n t e pr o l i f e r a t i v a s , de r i v a d a s de te ji d o s en lo s qu e 
no r m a l m e n t e no se ex p r e s a es t a is o f o r m a . De hec h o , nu m e r o s o s tr a b a j o s in d i c a n qu e la Hx - 2 
es la pr i n c i p a l is o f o r m a qu e se  ex p r e s a en un a gr a n va r i e d a d de tu m o r e s , co n un au m e n t o 
si g n i f i c a t i v o de su ex p r e s i ó n , ll e g a n d o a se r ci e n ve c e s su p e r i o r , en de t r i m e n t o de la Hx - 1 (p a r a 
re v i s i ó n , ve r : (Peder s e n et al . , 20 0 2 ) ) . 
 
 Aunqu e so n ne c e s a r i o s es t u d i o s m á s ex h a u t i v o s , ca b e cu e s t i o n a r s e qu é ve n t a j a s 
m e t a b ó l i c a s se de r i v a n de la ex p r e s i ó n de do s is o e n z i m a s qu e pu e d e n as o c i a r s e a la s 
m it o c o n d r i a s y, en se g u n d o lu g a r , qu é is o f o r m a es la re s p o n s a b l e de la al t a ac t i v i d a d de la 
he x o q u i n a s a ob s e r v a d a en la s cé l u l a s m a l i g n a s . En  est e se n t i d o , du r a n t e la pr o g r e s i ó n de l 
fe n o t i p o tu m o r a l y, m á s co n c r e t a m e n t e , en  lo s gl i o m a s , se pr o d u c e n ab e r r a c i o n e s 
cr o m o s ó m i c a s . De hec h o , se ge n e r a n m á s co p i a s de l cr o m o s o m a 7 y ti e n e n lu g a r al t e r a c i o n e s 
es t r u c t u r a l e s en lo s cr o m o s o m a s 9 y 22 . Adem á s , se pr o d u c e un a di s m i n u c i ó n en el nú m e r o de 
 	
 
 
 
 
c o p i a s de l cr o m o s o m a 10 , do n d e se lo c a l i z a el ge n qu e co d i f i c a la Hx - 1 (Show s et al . , 19 8 9 ) . 
Este he c h o po d r í a ex p l i c a r po r qu é , a pe s a r de la al t a ca p a c i d a d gl u c o l í t i c a y el au m e n t o de la 
ac t i v i d a d de la he x o q u i n a s a ob s e r v a d o en es t a s cé l u l a s , se de t e c t a n ni v e l e s ba j o s de la Hx - 1 , 
qu e pu e d e n se r , in c l u s o , in f e r i o r e s a lo s de t e c t a d o s en el te ji d o no r m a l (Oudar d et al . , 19 9 5 , 
Oudar d et al . , 19 9 6 a , Oudar d et al . , 19 9 6 b ) . En cam b i o , es t o no su c e d e co n la Hx - 2 , ya qu e el 
ge n qu e co d i f i c a es t a is o f o r m a se lo c a l i z a en un cr o m o s o m a di f e r e n t e , co n c r e t a m e n t e en el 
cr o m o s o m a 2 (Leth o et al . , 19 93).  
 
 Por ot r a pa r t e , co m o he m o s m e n c i o n a d o co n an t e r i o r i d a d , la Hx - 2 es la ún i c a is o e n z i m a 
qu e pr e s e n t a lo s ex t r e m o s N- y C-te r m i n a l co n ac t i v i d a d ca t a l í t i c a , m ie n t r a s qu e en la Hx - 1 es t a 
fu n c i ó n so l o se co n s e r v a en el ex t r e m o C-ter m i n a l . Por ta n t o , es de es p e r a r qu e la s cé l u l a s 
ca n c e r o s a s so b r e e x p r e s e n la is o f o r m a de la  he x o q u i n a s a qu e pr e s e n t a m a y o r po t e n c i a l 
ca t a l í t i c o . Al res p e c t o , se ha de m o s t r a d o qu e la  Hx - 2 es un a ca r a c t e r í s t i c a de la s cé l u l a s 
tu m o r a l e s in d i f e r e n c i a d a s y co n al t a ve l o c i d a d de pr o l i f e r a c i ó n . En est e se n t i d o , so n va r i o s lo s 
ev e n t o s qu e pa r e c e n co n t r i b u i r al  au m e n t o en la ex p r e s i ó n de es t a is o e n z i m a y, 
co n s e c u e n t e m e n t e , al au m e n t o de su ac t i v i d a d .  És t o s in c l u y e n la du p l i c a c i ó n gé n i c a , la 
am p l i f i c a c i ó n y, qu i z á s ta m b i é n , la de s m e t i l a c i ó n , as í co m o la ac t i v a c i ó n de l pr o m o t o r . Otros 
pr o c e s o s qu e pu e d e n es t a r im p l i c a d o s so n la es t a b i l i d a d de l m e n s a j e r o y la as o c i a c i ó n de la 
en z i m a a la s m it o c o n d r i a s (p a r a re v i s i ó n , ve r : (Pede r s e n et al . , 20 0 2 ) ) .  
 
  
1 . 4  El on c o g e n c-Src.  
 
La pro t e í n a ki n a s a c-Src fo r m a pa r t e de un a gr a n fa m i l i a de pr o t e í n a s ti r o s i n a ki n a s a s 
(PTK) no re c e p t o r a s , as o c i a d a s a m e m b r a n a , de la s cu a l e s se ha n id e n t i f i c a d o 9 pr o t e í n a s . La 
pri n c i p a l fu n c i ó n de la s PTK es  la re g u l a c i ó n de ví a s de se ñ a l i z a c i ó n in t r a c e l u l a r . Las PTK 
cat a l i z a n la tr a n s f e r e n c i a de un fo s f a t o de s d e el  ATP a res i d u o s de ti r o s i n a pe r t e n e c i e n t e s a 
su s t r a t o s ce l u l a r e s . Las PTK tie n e n un se g m e n t o ho m ó l o g o qu e se ha de n o m i n a d o SH. El 
ext r e m o am i n o te r m i n a l de c- Src ti e n e un a re g i ó n , de n o m i n a d a SH4, que se m ir i s t o i l a . A 
con t i n u a c i ó n se en c u e n t r a n la s r e g i o n e s SH3, SH2 y la re g i ó n  ca t a l í t i c a SH1, se g u i d a de l 
ex t r e m o ca r b o x i l o te r m i n a l qu e in c l u y e un re s i d u o de ti r o s i n a qu e se fo s f o r i l a in a c t i v a n d o c-Src. 
Las re g i o n e s SH2 y SH3 per m i t e n la s in t e r a c c i o n e s pr o t e í n a - p r o t e í n a en la s ca s c a d a s de 
se ñ a l i z a c i ó n ce l u l a r (Es qu e m a 9) (Xu et al . , 19 9 7 ) . 
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Esque m a 9. Estru c t u r a de c-Src 
Modifi c a d o de Xu (19 9 7 ) . 
 
 
La pro t e í n a ki n a s a v-Src fu e el pr i m e r re t r o v i r u s on c o g é n i c o  id e n t i f i c a d o . v -Src dif i e r e de 
c-Src en un a su s t i t u c i ó n de la se c u e n c i a en el ca r b o x i l o te r m i n a l , re s u l t a n d o en un a pé r d i d a de 
am i n o á c i d o s , co m o la ti r o s i n a 52 7 (Y 5 2 7 ) , qu e cu a n d o  se fo s f o r i l a se un e a lo s do m i n i o s SH y 
est a b i l i z a la co n f o r m a c i ó n ce r r a d a o in a c t i v a de la  m o l é c u l a (Esqu e m a 10 ) . Es dec i r , v -Src 
si e m p r e se en c u e n t r a ac t i v o , m ie n t r a s qu e c -Sr c ti e n e re g u l a d a su ac t i v i d a d . Nume r o s o s 
es t u d i o s m u e s t r a n qu e la fo r m a ac t i v a de c-Src tie n e un pa p e l m u y im p o r t a n t e en la gé n e s i s y 
pr o g r e s i ó n de m ú l t i p l e s cá n c e r e s hu m a n o s , in c l u i d o s lo s gl i o m a s (Du et al . , 20 0 9 ) .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esque m a 10 . Do m i n i o s es t r u c t u r a l e s de c-Src y v-Src. 
Modifi c a d o de Fra m e (20 0 2 ) . 
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Una ópt i m a ac t i v i d a d de c-Src re q u i e r e la au t o f o s f o r i l a c i ó n de la ti r o s i n a 416 (Y416) . 
Estud i o s de cr i s t a l o g r a f í a y de t e r m i n a c i ó n de la es t r u c t u r a , re v e l a n qu e la ac t i v i d a d de es t a 
pr o t e í n a , ad e m á s de es t a r re g u l a d a po r au t o f o s f o r i l a c i ó n , es t á  re g u l a d a po r in t e r a c c i o n e s 
in t r a m o l e c u l a r e s . La fos f o r i l a c i ó n en Y5 2 7 , pr ó x i m a al ca r b o x i l o te r m i n a l , pe r m i t e in t e r a c c i o n a r 
es t e ex t r e m o de la pr o t e í n a co n la re g i ó n SH2 y pa s a r a la co n f o r m a c i ó n ce r r a d a o in a c t i v a 
(Esqu e m a 11 ) . La fos f o r i l a c i ó n de Y5 2 7 es de b i d a a ot r a ti r o s i n a ki n a s a ll a m a d a Csk. La 
des f o s f o r i l a c i ó n de Y5 2 7 po r ti r o s i n a s fo s f a t a s a s , la de l e c i ó n o la m u t a c i ó n de Y5 2 7 o el 
de s p l a z a m i e n t o de SH2 y SH3 por in t e r a c c i o n e s in t r a m o l e c u l a r e s o co n li g a n d o s de al t a 
af i n i d a d , co n l l e v a n ta m b i é n a la  ac t i v a c i ó n de c-Src en cé l u l a s tu m o r a l e s (Xu et al . , 19 9 7 , 
Fr a m e , 20 0 2 114). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esque m a 11 . Regu l a c i ó n de la ac t i v i d a d de c-Src. 
Modifi c a d o de Fra m e (2 0 0 2 ) 
 
 
Exist e n m o l é c u l a s qu e so n ca p a c e s de m o d i f i c a r la ac t i v i d a d de c -Src. Entre la s 
m o l é c u l a s “n o en d ó g e n a s ” qu e re g u l a n la ac t i v i d a d de la c-Src se en c u e n t r a n PP1 y PP2. Son 
com p u e s t o s pi r a z o l o - p i r i m i d i l - a m i n o , am p l i a m e n t e ut i l i z a d o s co m o in h i b i d o r e s de c -Src pa r a 
es t u d i a r la s ví a s de se ñ a l i z a c i ó n ce l u l a r de es t a pr o t e í n a . Tant o PP1, co m o PP2 blo q u e a n lo s 
si t i o s de un i ó n pa r a el ATP de c- Src (Chong et al . , 20 0 5 ) . En est e gr u p o ta m b i é n se en c u e n t r a n 
in h i b i d o r e s co n ac t i v i d a d fa r m a c o l ó g i c a ut i l i z a d o s en en s a y o s cl í n i c o s , ta l e s co m o el dasatinib  
(Du et al . , 20 0 9 ) . 
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Entre la s m o l é c u l a s en d ó g e n a s se en c u e n t r a n RA CK1, ca v e o l i n a , WASP y Cx43. RACK1 
es un re c e p t o r in t r a c e l u l a r pa r a la PKC act i v a . Se ha de m o s t r a d o qu e RACK1 in t e r a c c i o n a co n 
c-Src, ad e m á s de co n la PKC. Así, es t u d i o s re a l i z a d o s co n fi b r o b l a s t o s en lo s qu e se 
so b r e e x p r e s ó RACK1 re v e l a n qu e es t a pr o t e í n a in h i b e la ac t i v i d a d de c-Src y, co m o 
co n s e c u e n c i a di s m i n u y e la ex p r e s i s ó n de la  ci c l i n a D1, la ac t i v i d a d de CDK4 y CDK2, 
au m e n t a n d o la ex p r e s i ó n de p2 7 y la ac t i v i d a d de l  pRb que m a n t i e n e se c u e s t r a d o E2F, lo qu e 
co n l l e v a el re t r a s o de la tr a n s i c i ó n de la fa s e  G1 a S. (pa r a re v i s i ó n , vé a s e : (Chong et al . , 
20 0 5 ) ) (Esqu e m a 12 a ) . 
 
Las ca v e o l i n a s so n un a s pr o t e í n a s in t e g r a n t e s  de la m e m b r a n a pl a s m á t i c a . El seg m e n t o 
ci t o s ó l i c o pr ó x i m o a la m e m b r a n a pl a s m á t i c a de la ca v e o l i n a - 1 in t e r a c c i o n a co n c-Src. Al 
sob r e e x p r e s a r ca v e o l i n a - 1 y c-Src en cé l u l a s HEK293T, est a s do s pr o t e í n a s fo r m a n co m p l e j o s 
es t a b l e s y di s m i n u y e n la ac t i v i d a d de c-Src m e d i a n t e el  re c l u t a m i e n t o de Csk (Li et al. , 19 9 6 ) ; 
(p a r a re v i s i ó n , vé a s e : (Chon g et al . , 20 0 5 ) ) (Esqu e m a 12 b ) . 
 
WASP es un a pr o t e í n a in v o l u c r a d a en la re g u l a c i ó n de l cit o e s q u e l e t o . WASP dis m i n u y e 
la ac t i v i d a d de c-Src, a tr a v e s de un a re g i ó n ri c a en pr o l i n a s qu e se un e a la re g i ó n SH3 de c -
Src y m e d i a n t e un a re g i ó n i n h i b i d o r a de l do m i n i o ca t a l í t i c o de c-Src (Schu l t e an d Seft o n , 20 03); 
pa r a re v i s i ó n vé a s e (Chon g et  al . , 20 0 5 ) ) (Esqu e m a 12 c ) . 
 
Recie n t e m e n t e en nu e s t r o gr u p o se  ha de s c r i t o qu e la Cx43 reg u l a la ac t i v i d a d de c -Src 
al au m e n t a r la fo s f o r i l a c i ó n de c-Sr c en Y5 2 7 y la di s m i n u c i ó n de la fo s f o r i l a c i ó n en Y416. Para 
el l o , es ne c e s a r i a la in t e r a c c i ó n de c-Src co n la Cx43. La fos f o r i l a c i ó n de lo s re s i d u o s Y247 y 
Y2 6 5 de la Cx43 son ne c e s a r i o s pa r a re d u c e r la ac t i v i d a d de c -Src. 
 
En est e se n t i d o , en t r e ot r a s m u c h o s ef e c t o s de s c r i t o s , in d i c a  el fa c t o r de tr a n s c r i p c i ó n 
in d u c i b l e po r hi p o x i a HIF- 1 α en co n d i c i o n e s de no r m o x i a (2 0 0 2 ) , in d u c i e n d o la ex p r e s i ó n de 
GLUT-1. 
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Esqu e m a 12 . Regu l a c i ó n de la ac t i v i d a d de c-Src me d i a n t e la in t e r a c c i ó n co n RACK1, 
Ca v e o l i n a - 1 y WASP. 
Modifi c a d o de Chong (20 0 5 ) 
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 1.5 Pa p e l de Hif - 1 α  com o re g u l a d o r de la ca p t a c i ó n de glu c o s a . 
 
 El fac t o r in d u c i b l e  po r hi p o x i a Hi f - 1 α es un fa c t o r de tr a n s c r i p c i ó n qu e re g u l a la 
re s p u e s t a ce l u l a r a la hi p o x i a y ac t ú a co m o re g u l a d o r de la ho m e o s t a s i s de l ox í g e n o (K a e l i n , 
20 0 2 ) . Hi f - 1 α , es t á in v o l u c r a d o en la re s p u e s t a a la hi p o x i a , en la ho m e o s t a s i s de l ox í g e n o , en 
la re s p u e s t a a la is q u e m i a de l m io c a r d i o , is q u e m i a ce r e b r a l , is q u e m i a de la re t i n a , hi p e r t e n s i ó n 
pu l m o n a r , la pr e e c l a m p s i a , el re t r a s o en el cr e c i m i e n t o in t r a u t e r i n o  y el cá n c e r . Tien e un pa p e l 
ce n t r a l ta n t o en lo s m e c a n i s m o s  fi s i o l ó g i c o s ho m e o s t á t i c o s , co m o en lo s et i o p a t o l ó g i c o s . 
 
 Molec u l a r m e n t e H if - 1 α es un he t e r o d í m e r o  c o m p u e s t o po r ca d e n a s al f a (r e g u l a d a s po r 
el O 2 ) y be t a ,  d i s p u e s t a s en do b l e hé l i c e (b HLH); pe r t e n e c e a un a fa m i l i a  d e fa c t o r e s de 
tr a n s c r i p c i ó n qu e co n s t a de tr e s su b u n i d a d e s  a l f a (H i f - 1 α , H if - 2 α , H if -3 α ) y a un a su b u n i d a d 
be t a (H i f - 1 β ) ,  t a m b i é n ll a m a d a tr a n s l o c a d o r nu c l e a r ar i l hi d r o c a r b u r o s  (ARNT) (W a n g an d 
Seme n z a , 19 9 5 ) .  H a y 2 si t i o s de se ñ a l i z a c i ó n nu c l e a r (NLS ), sit u a d o s en el ex t r e m o ca r b o x i l o 
te r m i n a l (a m i n o á c i d o s 71 8 - 7 2 1 ) y en el ex t r e m o am i n o te r m i n a l (a m i n o á c i d o s 17 -33), pe r o só l o 
el ca r b o x i l o te r m i n a l es el re s p o n s a b l e po r la ac u m u l a c i ó n nu c l e a r de l HIF- 1 α (Va n d r o m m e et 
al . , 19 9 6 ) . Adem á s , se sa b e qu e HIF co n t i e n e do s do m i n i o s de tr a n s a c t i v a c i ó n (TAD) en el C-
ter m i n a l (a m i n o á c i d o s 531-5 7 5 y 78 6 - 8 2 6 ) , qu e es t á n se p a r a d o s po r un a se c u e n c i a de 
am i n o á c i d o s (5 7 5 - 7 8 6 ) qu e in h i b e n la tr a n s a c t i v a c i ó n (J i a n g et  al . , 19 9 7 ) (Esqu e m a 13). La 
pa r t e N ter m i n a l de la mo l é c u l a (a m i n o á c i d o s 1-390) co n t i e n e el do m i n i o bHLH-PAS, que es 
ne c e s a r i o pa r a la di m e r i z a c i ó n y li g a c i ó n al ADN (Jia n g et al . , 19 9 6 ) . Las in t e r a c c i o n e s en t r e lo s 
do m i n i o s bHLH de am b a s su b u n i d a d e s re g u l a n su  di m e r i z a c i ó n (Miche l et al . , 20 0 0 ) . El 
dom i n i o C-ter m i n a l ti e n e co m o fu n c i ó n se ñ a l i z a r la tr a n s l o c a c i ó n de l Hi f - 1 α  al nú c l e o , la 
es t a b i l i z a c i ó n pr o t e i c a y la in t e r a c c i ó n co n el co a c t i v a d o r p300 (Ji a n g et al. , 19 9 7 ) . En el 
do m i n i o de la de g r a d a c i ó n ox í g e n o - d e p e n d i e n t e (O DD) del Hi f - 1 α , lo s re s i d u o s de pr o l i n a en 
la s po s i c i o n e s 402 y 564 tie n e n un im p o r t a n t e im p a c t o en la es t a b i l i d a d de la pr o t e í n a en 
co n d i c i o n e s de no r m o x i a , pu e s pe r m i t e n , cu a n d o es t á n hi d r o x i l a d a s , el re c o n o c i m i e n t o po r la 
pr o t e í n a Vo n Hi p p e l Li nd a u (p V HL) y la po s t e r i o r ac t i v a c i ó n de la ví a de de g r a d a c i ó n de la 
ub i q u i t i n a (H u a n g et al . , 19 9 8 a , Maxwe l l et al . , 19 9 9 ) . La hid r o x i l a c i ó n de lo s re s i d u o s de 
pr o l i n a en el ODD del Hif - 1 α rep r e s e n t a el pu n t o cr í t i c o qu e re g u l a la es t a b i l i d a d de la pr o t e í n a 
(Ohh et al . , 20 0 0 , Tanim o t o et  al . , 20 0 0 ) (Esqu e m a 14).  
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Esque m a 13 . Estru c t u r a mo l e c u l a r de HIF- 1 α. 
Modifi c a d o de  Shi, YH (20 04).  
 
 El pri n c i p a l m e c a n i s m o de re g u l a c i ó n de Hi f - 1 α, e s la te n s i ó n de ox í g e n o ce l u l a r . La 
hip o x i a es la re d u c c i ó n de la te n s i ó n de ox í g e n o , qu e se de f i n e en té r m i n o s cl í n i c o s po r la 
re d u c c i ó n de la di s p o n i b i l i d a d de ox í g e n o ha s t a ni v e l e s cr í t i c o s , es  de c i r , lo s va l o r e s de te n s i ó n 
in f e r i o r e s al 7% (Z a n d e r an d Va u p e l , 19 8 5 ) .  
 
 En con d i c i o n e s de no r m o x i a , lo s es t u d i o s de lo s m e c a n i s m o s m o l e c u l a r e s de la 
ac t i v a c i ó n de Hi f - 1 α , m u e s t r a n qu e en pr e s e n c i a de O 2 , los do m i n i o s de hi d r o x i l a c i ó n de la 
pr o l i n a (PHD1, 2, 3) pro v o c a n la  hi d r o x i l a c i ó n es p e c í f i c a en do s  re s i d u o s de pr o l i n a (P402 y 
P564) en el ODD del HIF- 1 α , pe r m i t i e n d o el re c o n o c i m i e n t o de l Hi f - 1 α por la pV HL, fo r m á n d o s e 
el co m p l e j o E3 ubi q u i t i n a ,  qu e tr a n s f o r m a r á el Hi f - 1 α en un ob je t i v o pa r a la de g r a d a c i ó n 
(Masso n et al . , 20 0 1 , Min et al . , 20 0 2 ) . Ja a k k o l a  y su s co m p a ñ e r o s (J a a k k o l a et al . , 20 0 1 ) 
de m o s t r a r o n qu e la in t e r a c c i ó n en t r e la pV HL  y el do m i n i o es p e c í f i c o de l Hi f - 1 α est á n re g u l a d o s 
po r la hi d r o x i l a c i ó n de l re s i d u o de pr o l i n a (H i f - 1 α P564) po r un a en z i m a de n o m i n a d a Hif - 1 α 
pro l i l hi d r o x i l a s a (HIF -PH), qu e re q u i e r e hi e r r o y ox í g e n o . Otro se n s o r de O 2  es el fa c t o r 
in h i b i d o r de l Hi f - 1 α (FIH- 1 ) , qu e hi d r o x i l a el Hi f - 1 α en pr e s e n c i a de O 2 , en el re s i d u o de 
as p a r a g i n a 803 en el do m i n i o de la ac t i v a c i ó n de la tr a n s c r i p c i ó n de l C- ter m i n a l (C-TAD), y 
pe r m a n e c e in a c t i v o en hi p o x i a , lo qu e pe r m i t e la  in t e r a c c i ó n co n lo s co a c t i v a d o r e s CBP/p300 
(J e o n g et al . , 20 0 2 , Land o et al . , 20 0 2 ) (Esqu e m a 14). 
  
 En con d i c i o n e s de hi p o x i a , el O 2  mole c u l a r no es t á dis p o n i b l e y de es t a fo r m a la s 
en z i m a s es t á n in a c t i v a s , lo qu e im p l i c a un au m e n t o de lo s va l o r e s de l Hi f - 1 α (Bo d d y et al. , 
20 0 5 ) . El Hif - 1 α no es hi d r o x i l a d o y, po r ta n t o , de g r a d a d o , pr o v o c a n d o su ac u m u l a c i ó n en la 
fo r m a he t e r o d i m i z a d a co n la su b u n i d a d be t a (H i f - 1 β ) . Este he t e r o d í m e r o m ig r a al nú c l e o , 
do n d e se un i r á a la s se c u e n c i a s es p e c í f i c a s de l ADN, act i v a n d o ge n e s im p l i c a d o s e n la 
ad a p t a c i ó n a la hi p o x i a , su p e r v i v e n c i a ce l u l a r , a n g i o g é n e s i s y m e t á s t a s i s , co m o , po r eje m p l o , 
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e l fa c t o r de cr e c i m i e n t o en d o t e l i a l va s c u l a r (VEGF), el fa c t o r de  cr e c i m i e n t o de tr a n s f o r m a c i ó n -
a l f a (TGF-a) , el tr a n s p o r t a d o r 1 de gl u c o s a (GLUT-1), o la an h i d r a s a ca r b ó n i c a IX (CA9), en t r e 
m u c h o s ot r o s , qu e sa b e m o s es t á n im p l i c a d o s en el de s a r r o l l o y la ag r e s i v i d a d tu m o r a l (W y k o f f 
et al . , 20 04, Melil l o , 20 0 6 ) . 
 
  
 
 
 
Esque m a 14. Regu l a c i ó n de la es t a b i l i d a d y la ac t i v i d a d de l fa c t o r in d u c i b l e po r hi p o x i a , HIF-1 α. 
Modifi c a d o de Bra h i m i - H o r n y Poys- s e g u r (20 0 5 ) . 
 
 
 
 
 
 Aunqu e , el pr i n c i p a l r e g u l a d o r de l HIF es el ox í g e n o , ex i s t e n ot r a s ví a s pa r a re g u l a r 
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HIF . Hif - 1 α pue d e re g u l a r s e po r ví a s de se ñ a l i z a c i ó n in t r a c e l u l a r , ta l e s co m o la pr o t e í n a ci n a s a 
B (Akt) ó la 3- fos f a t i l - i n o s i t o l - c i n a s a (PI3K). Por últ i m o , la s es p e c i e s re a c t i v a s de ox í g e n o 
(ROS) o cit o c i n a s , co m o el fa c t o r de ne c r o s i s tu m o r a l (TNF-a) y la an g i o t e n s i n a (Gao et al. , 
20 0 2 ) , o ví a s de se ñ a l i z a c i ó n , co m o RAS/RAF1 /MEK1/ERK1/2 y/ o p53/JNK, qu e se ac t i v a n en 
re s p u e s t a a lo s on c o g e n e s , fa c t o r e s de cr e c i m i e n t o , en co n d i c i o n e s de no r m o x i a . En el ca s o de 
la ac t i v a c i ó n po r on c o g e n e s ,  pod e m o s se ñ a l a r  c - Src (v -Src) qu e es ca p a z de ac t i v a r Hi f - 1 α 
inh i b i e n d o la pr o l i l - h i d r o x i l a c i ó n , lo  qu e im p l i c a es t a b i l i z a c i ó n de l H if - 1 α (Bl a n c h e r et al . , 20 0 1 , 
Chan et al . , 20 0 2 ) . Este he c h o es de un a gr a n im p o r t a n c i a en es t e tr a b a j o , pu e s si e m p r e 
he m o s tr a b a j a d o en co n d i c o n e s de no r m o x i a . 
 
 La act i v i d a d de la tr a n s c r i p c i ó n de ge n e s Hi f - 1 α  se en c u e n t r a , de es t e m o d o , re g u l a d a 
po r la te n s i ó n de ox í g e n o ce l u l a r y po r la s di f e r e n t e s ví a s de s c r i t a s an t e r i o r m e n t e . 
 
 Este fa c t o r de tr a n s c r i p c i ó n ac t i v a ge n e s qu e co d i f i c a n la s pr o t e í n a s qu e au m e n t a n la 
di s p o n i b i l i d a d de l ox í g e n o y pe r m i t e n la ad a p t a c i ó n m e t a b ó l i c a en au s e n c i a de ox í g e n o , 
co n t r o l a n d o la ex p r e s i ó n de de c e n a s de p ro d u c t o s de lo s ge n e s y pr o t e í n a s im p l i c a d o s en la 
an g i o g é n e s i s , la er i t r o p o y e s i s , la gl u c ó l i s i s , la in v a s i ó n , la ap o p t o s i s , el to n o va s c u l a r , la 
re g u l a c i ó n de l pH , la ho m e o s t a s i s ep i t e l i a l y la re s i s t e n c i a a lo s fá r m a c o s .  
 
 La may o r í a de lo s es t u d i o s so b r e el co m p o r t a m i e n t o de es t e fa c t o r de tr a n s c r i p c i ó n , se 
ha n re a l i z a d o en tu m o r e s só l i d o s . El met a b o l i s m o en lo s tu m o r e s só l i d o s es si g n i f i c a t i v a m e n t e 
di f e r e n t e a te ji d o ad y a c e n t e . Esto s ca m b i o s fu e r o n id e n t i f i c a d o s a fin a l e s de lo s 70 po r Otto 
W a r b u r g (W a r b u r g , 19 5 6 a ) .  El enc o n t r ó qu e lo s te j i d o s no r m a l e s ut i l i z a n la gl u c ó l i s i s pa r a 
ge n e r a r ap r o x i m a d a m e n t e el 10 % de l ATP de la cé l u l a , y el re s t o lo ge n e r a n la s m it o c o n d r i a s . 
En cam b i o en la s se c c i o n e s de tu m o r e s , ap r o x i m a d a m e n t e el 50 % de l ATP esta b a ge n e r a d o 
po r la gl u c ó l i s i s y el ot r o 50 % po r la s m it o c o n d r i a s . Sorp r e n d e n t e m e n t e , es t o oc u r r e cu a n d o 
ha y su f i c i e n t e ox i g e n o pa r a so p o r t a r la fu n c i ó n de la s m it o c o n d r i a s . La exp l i c a c i ó n de es t e 
co m p o r t a m i e n t o es t a to d a v í a  sin de s c r i b i r pe r o ex i s t e n al g u n a s id e a s e hi p ó t e s i s so b r e co m o 
es t e pe r f i l m e t a b ó l i c o pr o p o r c i o n a a lo s tu m o r e s un a ve n t a j a en su cr e c i m i e n t o . Una de es t a s 
ex p l i c a c i o n e s , pl a n t e a qu e la ac t i v a c i ó n de HIF- 1 α y de su pr o g r a m a tr a n s c r i p c i o n a l , ti e n e do s 
ef e c t o s m a y o r i t a r i o s so b r e el m e t a b o l i s m o de la glu c o s a . Prim e r o HIF- 1 α est i m u l a la 
pr o d u c c i ó n de en e r g í a po r ví a gl u c o l í t i c a ya qu e pu e d e , in c r e m e n t a r la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n 
de gl u c o s a in d u c i e n d o lo s tr a n s p o r t a d o r e s GLUT-1 y GLUT-3 (Maxwe l l et al . , 19 9 7 , Chen et al . , 
20 0 1 , Ozbud a k et al . , 20 0 8 ) y qu e la gl u c o s a un a ve z en su lo c a l i z a c i ó n in t r a c e l u l a r es 
rá p i d a m e n t e fo s f o r i l a d a po r la he x o q u i n a s a a gl u c o s a - 6 - f o s f a t o . Amba s he x o q u i n a s a s , Hx - 1 y 
Hx - 2 pu e d e n se r in d u c i d a s po r HIF- 1 α , pe r o pa r e c e se r qu e Hx - 2 ti e n e un a m o d i f i c a c i ó n m a s 
im p o r t a n t e en co n d i c i o n e s de hi p o x i a (Denk o , 20 0 8 ) . Poste r i o r m e n t e , la gl u c o s a - 6 - f o s f a t o , es 
us a d a en di f e r e n t e s ví a s , co m o co m p o n e n t e es t r u c t u r a l en la sí n t e s i s de gl i c o p r o t e i n a s , 
m e t a b o l i z a d a en pe n t o s a pa r a ge n e r a r ri b o s a , us a d a pa r a si n t e t i z a r gl u c o g e n o o pr e d o m i n a n t e 
ut i l i z a d a pa r a ge n e r a r pi r u v a t o pa r a la  gl i c ó l i s i s (Esque m a 15 ) . 
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Esqu e m a 15 . Hip ó t e s i s pr o p u e s t a pa r a ex p l i c a r co m o HIF- 1 α  reg u l a el me t a b o l i s m o en 
cé l u l a s tu m o r a l e s . 
Modifi c a d o de Nicol a s C. Denko (20 0 8 ) .  
 
 
1.6 La gl i o s i s re a c t i v a . 
 
 La gli o s i s re a c t i v a es la re s p u e s t a de lo s as t r o c i t o s de l SNC fren t e a un da ñ o . Este 
da ñ o pu e d e se r oc a s i o n a d o po r di f e r e n t e s pa t o l o g í a s co m o po r eje m p l o un a is q u e m i a ce r e b r a l , 
un da ñ o m e c á n i c o ó en f e r m e d a d e s ne u r o d e g e n e r a t i v a s co m o el al z e h i m e r , pa r k i n s o n o 
tu m o r e s . 
 
 Cuand o se oc a s i o n a un a le s i ó n ne u r o n a l , la s cé l u l a s de l en t o r n o re a c c i o n a n , y en t r e 
el l a s se en c u e n t r a n lo s as t r o c i t o s , es t o s pr o l i f e r a n y su f r e n ca m b i o s m o r f o l ó g i c o s co m o el 
au m e n t o de ta m a ñ o . Esto s ca m b i o s vi e n e n m a r c a d o s en su m a y o r í a po r ca m b i o s en la 
ex p r e s i ó n de al g u n a s de su s pr o t e í n a s . El hec h o m a s re p r e s e n t a t i v o  de es t a re a c t i v i d a d  es el 
in c r e m e n t o de la pr o t e í n a ac i d a fi b r i l a r gl i a l (GFAP). Esta pro t e í n a fo r m a pa r t e de l la s qu e 
co m p o n e n el ci t o e s q u e l e t o de lo s as t r o c i t o s y au m e n t a su ex p r e s i ó n co m o re s p u e s t a a lo s 
da ñ o s ca u s a d o s en el te ji d o ce r e b r a l . 
 
 Estud i o s re c i e n t e s , ha n pr o p u e s t o qu e an i m a l e s si n ca p a c i d a d un a ca p a c i d a d de 
re s p u e s t a an t e el da ñ o co m o la gl i o s i s re a c t i v a , ti e n e n un ar e a le s i o n a d a m u c h o m a y o r qu e 
an i m a l e s qu e si ti e n e n es t a ca p a c i d a d . Esto su g i e r e qu e la gl i o s i s re a c t i v a es un m e c a n i s m o de 
pr o t e c c i ó n (F a u l k n e r et  al . , 20 04, Li, 200 7 ) 
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 Estud i o s re c i e n t e s , ha n re l a c i o n a d o el da ñ o ne u r o n a l pr o v o c a d o po r un a in y e c c i ó n de 
ác i d o ka í n i c o qu e cu r s a co n un au m e n t o de la r e a c t i v i d a d as t r o c i t a r i a , y po r ta n t o co n un 
au m e n t o de la ex p r e s i ó n de GFAP, c on la di s m i n u c i ó n de la Cx43 en lo s as t r o c i t o s de la zo n a 
de la le s i ó n (K o u l a k o f f et al . , 20 0 8 ) . Esta re l a c i ó n ha si d o pu e s t a de  m a n i f i e s t o en el gr u p o de 
in v e s t i g a c i ó n de l Dr. Ch ris t i a n Giaum e , y es t e m o d e l o de es t u d i o ha sid o pu e s t o a nu e s t r a 
di s p o s i c i ó n pa r a po d e r re a l i z a r lo s ex p e r i m e n t o s "i n vi v o " qu e se m o s t r a r á n a lo la r g o de es t a 
m e m o r i a . 
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Tenie n d o en cu e n t a la s co n s i d e r a c i o n e s ex p u e s t a s en la Int r o d u c c i ó n y co n 
ob j e t o de co n o c e r el pa p e l de la co n e x i n a 43 com o m o d u l a d o r de la ca p t a c i ó n de 
glu c o s a en as t r o c i t o s , el Plan de Trab a j o qu e d ó es t a b l e c i d o co m o sig u e : 
 
 
1.- Estud i a r la ex p r e s i ó n de la s pr o t e í n a s im p l i c a d a s en la ca p t a c i ó n de la gl u c o s a en lo s 
as t r o c i t o s en un m o d e l o de pé r d i d a de Cx43 "in vi v o " . 
2. - Estud i a r la ex p r e s i ó n de la s pr o t e í n a s im p l i c a d a s en la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a 
tr a s la pé r d i d a de la co n e x i n a 43 por ac c i ó n de lo s in h i b i d o r e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , 
en d o t e l i n a 1 y ca r b e n o x o l o n a , o po r  ac c i ó n de un siRNA espe c í f i c o pa r a la co n e x i n a 43. 
3.- Estud i a r de la im p l i c a c i ó n de l  fa c t o r de tr a n s c r i p c i ó n HIF- 1 α  en lo s ca m b i o s de la ve l o c i d a d 
en la ca p t a c i ó n de gl u c o s a , pr o m o v i d o s po r la pé r d i d a de co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r en lo s 
as t r o c i t o s . 
4.- Estud i a r de la im p l i c a c i ó n de la ti r o s i n a qu i n a s a c-Src  en lo s ca m b i o s de la ve l o c i d a d en la 
ca p t a c i ó n de gl u c o s a , pr o m o v i d o s po r la pé r d i d a de co m u n i c a c i ó n  in t e r c e l u l a r en lo s as t r o c i t o s . 
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3 . 1 . MATERIAL 
 
3 . 1 . 1 . Espe c i e en s a y a d a , co n d i c i o n e s de l an i m a l a r i o . 
 
Se han em p l e a d o ra t a s al b i n a s W is t a r de di s t i n t a s ed a d e s , su m i n i s t r a d a s po r el Servi c i o 
de Exper i m e n t a c i ó n Anim a l de la Unive r s i d a d de Sala m a n c a . Se  em p l e a r o n ta m b i é n ra t o n e s 
C57BL6 y ra t o n e s tr a n s g e n i c o s qu e ex p r e s a n la pr o t e í n a ve r d e fl u o r e s c e n t e (GFP), ba jo el 
co n t r o l de l pr o m o t o r de la pr o t e í n a fi b r i l a r ác i d a de la gl l a (G FAP) (hGFAP-eGFP) ce d i d o s po r 
el Dr. Chris t i a n Giaum e , de l Coll è g e de Fr a n c e , París , Fr a n c i a . 
 
 Los an i m a l e s se cr i a r o n en ja u l a s . Se m an t u v o un ri t m o de lu z - o s c u r i d a d de 12 ho r a s . 
La hum e d a d os c i l ó en t r e el 45 y el 65 % y la te m p e r a t u r a se co n t r o l ó en t r e lo s 20 y 25 ºC. Se 
ali m e n t a r o n co n un a di e t a só l i d a es t á n d a r (1 7 %  de pr o t e í n a s , 3% de lí p i d o s , 58 , 7 % de 
gl ú c i d o s , 4,3% de ce l u l o s a , 5% de m in e r a l e s  y 12 % de hu m e d a d ) . Adem á s , lo s an i m a l e s 
tu v i e r o n en to d o m o m e n t o ac c e s o  li b r e al ag u a de be b i d a . 
 
 Se em p l e a r o n ne o n a t o s de 1 dí a de vi d a po s t n a t a l pa r a la pr e p a r a c i ó n de l cu l t i v o 
pr i m a r i o de as t r o c i t o s y ra t o n e s de 6 se m a n a s pa r a lo s ex p e r i m e n t o s "i n vi v o " . 
 
 Toda la ex p e r i m e n t a c i ó n co n es t o s an i m a l e s , se re a l i z o si g u i e n d o la no r m a t i v a eu r o p e a 
vi g e n t e pa r a el us o de an i m a l e s de ex p e r i m e n t a c i ó n . 
 
3 . 1 . 2 . M e d i o s in s t r u m e n t a l e s 
 
• El agu a ut i l i z a d a en la re a l i z a c i ó n de lo s ex p e r i m e n t o s se pu r i f i c ó  m e d i a n t e un eq u i p o 
m i l l i -RO plus 10 y un a un i d a d de ag u a ul t r a p u r a m i l l i - Q pl u s 18 5 (Milli p o r e Ibér i c a , 
Madri d , Españ a ) .  
• Las pe s a d a s se re a l i z a r o n en un a ba l a n z a m o d e l o 12 0 7 MP2 y en un gr a n a t a r i o m o d e l o 
12 1 6 MP (Sarto r i u s GmbH, Götti n g e n , Alem a n i a ) . 
• El pH se de t e r m i n ó co n un m e d i d o r de pr o t o n e s , m a r c a Criso n (Sele c t a , Ba r c e l o n a , 
Espa ñ a ) . 
• Las ce n t r i f u g a c i o n e s se re a l i z a r o n en un a ce n t r í f u g a Be c k m a n (B e c k m a n Inst r u m e n t s , 
Fu l l e r t o n , U.S.A.) mod e l o J2 - 2 1M, una ce n t r í f u g a Be c k m a n de m e s a m o d e l o TJ-6 , un a 
ce n t r í f u g a Eppe n d o r f , m o d e l o Cent r i f u g e 5417R (Eppen d o r f , Ha m b u r g o , Alem a n i a ) y un a 
ce n t r í f u g a Eppen d o r f , m o d e l o Centr i f u g e 57 0 2 .  
• La cab i n a de fl u j o la m i n a r ut i l i z a d a es un m o d e l o TC 48 (Gelai r e Fl o w Labo r a t o r i e s , 
McLean, U.S.A).  
• Para la tr i p s i n i z a c i ó n de la s cé l u l a s se  ha uti l i z a d o un ba ñ o te r m o s t a t i z a d o a 37ºC, 
mod e l o Preci s t e r m (Sele c t a ) . Para ot r a s ap l i c a c i o n e s a di v e r s a s te m p e r a t u r a s , se ha 
ut i l i z a d o un ba ñ o m o d e l o H a a k e Fi s o n s GH con te r m o s t a t o ac o p l a d o , m o d e l o H a a k e 
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F i s o n s D8 (Ha a k e , Be r l í n , Al em a n i a ) y un bl o q u e té r m i c o pa r a el ca l e n t a m i e n t o de tu b o s 
en se c o (Sele c t a ) . 
• El mat e r i a l de vid r i o se es t e r i l i z ó m e d i a n t e ca l o r se c o , du r a n t e un m ín i m o de 10 ho r a s , en 
un a es t u f a m a r c a Selec t a (m o d e l o S-20) , te r m o s t a t i z a d a a 17 0 ºC. 
• El agu a , el m a t e r i a l de di s e c c i ó n y el re s t o de lo s ute n s i l i o s qu e re q u e r í a n as e p s i a se 
es t e r i l i z a r o n po r m e d i o de ca l o r hú m e d o en un au t o c l a v e m o d e l o 437 (Sele c t a ) . 
• Las cé l u l a s se m a n t u v i e r o n en cu l t i v o en el in c u b a d o r de CO 2  mod e l o Galax y (RS 
Biot e c h , North a n t s ,  Reino Unido ) . 
• Se uti l i z a r o n bo t e l l a s de ox í g e n o , ni t r ó g e n o y di ó x i d o de ca r b o n o su m i n i s t r a d a s po r la 
Soci e d a d Caste l l a n a de Oxíge n o (V a l l a d o l i d , Espa ñ a ) . 
• Las cé l u l a s se ob s e r v a r o n pe r i ó d i c a m e n t e co n un m ic r o s c o p i o de co n t r a s t e de fa s e s , 
m o d e l o W i l l o v e r t II pH (Leic a , W e t z l a r , Alem a n i a ) y se co n t a r o n co n la ay u d a de un a 
cá m a r a cu e n t a g l ó b u l o s de Neuba u e r (Z e i s s , Oberk o c h e n , Alem a n i a ) .  
• El esp e c t r o f o t o m e t r o ut i l i z a d o pa r a la cu a n t i f i c a c i ó n de pr o t e i n a s y cu a n t i f i c a c i ó n de 
cDNA, es de la ca s a IMPLEN (Alem a n i a ) , de l la b o r a t o r i o de l Dr. Eduar d o W e r u a g a , 
INCYL. 
• Para lo s an á l i s i s de tr a n s f e r e n c i a ti p o “W e s t e r n ” se uti l i z ó un si s t e m a de el e c t r o f o r e s i s 
ve r t i c a l m o d e l o “SE 600 Ruby” (Amer s h a m Bi o s c i e n c e s ) y un si s t e m a de 
el e c t r o t r a n s f e r e n c i a m o d e l o "Tran s - B l o t Tran s f e r Cell" co n e c t a d o a un a fu e n t e de 
al i m e n t a c i ó n m o d e l o "Powe rPac 300" de Bi o - Rad (H e r c u l e s , U.S.A. ). Las in c u b a c i o n e s 
de la s m e m b r a n a s de ni t r o c e l u l o s a co n an t i c u e r p o s pr i m a r i o s o se c u n d a r i o s se re a l i z a r o n 
en un Navigator ( F r e d e r i c t o n , Canad a ) .  
• Para el re v e l a d o de la s pe l í c u l a s de au t o r r a d i o g r a f í a se ut i l i z ó la m á q u i n a de re v e l a d o 
Kodak Medical X-Ray processor 102  (Roche s t e r , New Yo r k , U.S.A.) 
• El pro g r a m a de an á l i s i s de im a g e n ut i l i z a d o fu e Scion Imag e e Imag e J . 
• Para ll e v a r a ca b o la tr a n s c r i p c i ó n in v e r s a y la  re a c c i ó n en ca d e n a de la po l i m e r a s a (RT y 
PCR, res p e c t i v a m e n t e ) se ut i l i z ó un te r m o c i c l a d o r m o d e l o GeneCycle r (B i o -Rad).  
• Para la se l e c c i ó n de lo s ol i g o n u c l e ó t i d o s em p l e a d o s en la RT-qPCR se ut i l i z ó el se v i c i o 
pr e s t a d o po r el NCBI en su pa g i n a we b . 
• El tra n s i l u m i n a d o r em p l e a d o pa r a la vi s u a l i z a c i ó n de lo s ác i d o s nu c l e i c o s fu e el m o d e l o 
Gel Doc 20 0 0 (B i o -Rad) , pr o p i e d a d de l Inst i t u t o de Micro b i o l o g í a Bi o q u í m i c a 
(IMB/Unive r s i d a d de Sala m a n c a , Espa ñ a ) y el  tr a n s i l u m i n a d o r m o d e l o Gel Doc 20 0 0 
(B i o -Rad) , pr o p i e d a d de la Dr. Raque l Rodri g u e z , de l Inst i t u t o de Neuro c i e n c i a s de 
Casti l l a y León. 
• Las im á g e n e s se ca p t a r o n ut i l i z a n d o cá m a r a s de  vi d e o di g i t a l e s , m o d e l o s Leic a DC 100 y 
Leic a DC 350 F (Leic a Micro s y s t e m s ) . 
• Para lo s an á l i s i s de m ic r o s c o p í a co n f o c a l se  ut i l i z ó e l m ic r o s c o p i o co n f o c a l m o d e l o TCS 
SP5 (Leic a ) , pr o p i e d a d de l Centr o de Inve s t i g a c i ó n de l Cánce r (CIC/Unive r s i d a d de 
Salam a n c a , Espa ñ a ) . Las im á g e n e s se an a l i z a r o n  em p l e a n d o el pr o g r a m a in f o r m á t i c o de 
an á l i s i s de im a g e n LAS AF (Leic a ) .  
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• Para lo s ex p e r i m e n t o s co n m o l é c u l a s fl u o r e s c e n t e s se em p l e ó un m ic r o s c o p i o in v e r t i d o 
de fl u o r e s c e n c i a , m o d e l o Ecli p s e T200 0 (Niko n  Euro p e B. V . , Ba d h o e v e d r o p , Ho l a n d a ) y 
un m ic r o s c o p i o Niko n ,  m o d e l o LWD 0,5 2 .  
• El con t a d o r de ce n t e l l e o de la ca s a BECKM AN COULTER, pro p i e d a d de l Depa r t a m e n t o 
de Bi o q u í m i c a y Bi o l o g í a m o l e c u l a r de la Unive r s i d a d de Sala m a n c a . 
 
3 . 1 . 3 . Pr o d u c t o s 
 
Los pr o d u c t o s ut i l i z a d o s en la pr e p a r a c i ó n de di s o l u c i o n e s y ta m p o n e s qu e no se de t a l l a n 
a co n t i n u a c i ó n , fu e r o n ad q u i r i d o s en la s ca s a s co m e r c i a l e s Sigm a (Sigm a -Aldr i c h Qu í m i c a , 
Madri d , Españ a ) o Merck (Darm s t a d t , Alem a n i a ) . 
 
3 . 1 . 3 . 1 . Pr o d u c t o s ut i l i z a d o s pa r a la pr e p a r a c i ó n de lo s cu l t i v o s ce l u l a r e s 
 
• El med i o de cu l t i v o de as t r o c i t o s pr o c e d í a de la ca s a Sigm a y es de l ti p o DMEM (Medio 
de Eagl e m o d i f i c a d o po r Dulbe c c o ) . 
• El sue r o fe t a l bo v i n o (F BS) pro c e d í a de la ca s a Gibco (Inv i t r o g e n ,  Ba r c e l o n a , Espa ñ a ) . 
• La DNAsa I, la tr i p s i n a y la al b ú m i n a (f r a c c i ó n V )  qu e se ut i l i z a r o n en la re a l i z a c i ó n de lo s 
cu l t i v o s ce l u l a r e s , fu e r o n su m i n i s t r a d a s po r Roche Diagn o s t i c s S.L. (Ba r c e l o n a , Espa ñ a ) . 
• La pol i -L-li s i n a co n la qu e se re c u b r i ó el fo n d o de la s pl a c a s de cu l t i v o fu e ad q u i r i d a en 
Sigm a . 
• La cit o s i n a –  - a r a b i n o f u r a n ó s i d o em p l e a d a en lo s cu l t i v o s de as t r o c i t o s pr o c e d í a de 
Sigm a . 
 
 
3 . 1 . 3 . 2 . Pr o d u c t o s ut i l i z a d o s en lo s ex p e r i m e n t o s pa r a la de t e c c i ó n de l mRNA 
 
• El rea c t i v o pa r a la ex t r a c c i ó n de l RNA (T rizo l Reage n t ) , as í co m o lo s he x a n u c l e ó t i d o s 
em p l e a d o s co m o ce b a d o r e s ( random hexamer primers ) , lo s de s o x i r r i b o n u c l e ó t i d o s 
(dNTPs), el di t i o t r e i t o l (DTT) y la en z i m a  tr a n s c r i p t a s a in v e r s a (SuperScri p tII Rever s e 
Trans c r i p t a s e ) , ut i l i z a d o s en la RT, pro c e d í a n de Invi t r o g e n .  
• El inh i b i d o r de RNasa s fu e su m i n i s t r a d o po r Ambio n (C amb r i d g e s h i r e , Reino Unido ) . 
• El die t i l p i r o c a r b o n a t o (DEPC) uti l i z a d o pa r a in a c t i v a r la s RNAsas fu e ad q u i r i d o a Sigm a . 
• La pol i m e r a s a de Maxte rMix, ut i l i z a d a en la qPCR, fue ad q u i r i d a en Invi t r o g e n .  
• Los re a c t i v o s y pr o d u c t o s ut i l i z a d o s en la pr e p a r a c i ó n de so l u c i o n e s y ta m p o n e s pa r a 
bi o l o g í a m o l e c u l a r es t a b a n li b r e s de DNAsas y RNAsas y pr o c e d í a n de la ca s a Sigm a . 
• La aga r o s a ut i l i z a d a en la s el e c t r o f o r e s i s pr o c e d i ó de la ca s a Prona d i s a (Madri d , 
Espa ñ a ) .  
• Como m a r c a d o r e s de ta m a ñ o de DNA, se ut i l i z a r o n el m a r c a d o r de 10 0 pb de Amer s h a m 
Bi o s c i e n c e s (Pisc a t a w a y , NJ, EEUU) y el m a r c a d o r de alt o pe s o m o l e c u l a r de Invi t r o g e n . 
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• Los oli g o n u c l e ó t i d o s ut i l i z a d o s co m o ce b a d o r e s en la qPCR fuer o n ad q u i r i d o s en Sigm a -
Geno s y s (Sigm a -Geno s y s Ltd. , Pamp i s f o r d , Reino Unido ) .  
• Los ol i g o n u c l e ó t i d o s ut i l i z a d o s co m o ce b a d o r e s en la qPCR para ha c e r el co n t r o l de 
ca r g a , fu e r o n ad q u i r i d o s en la ca s a co m e r c i a l Prim e r d e s i n g (Reino Unido ) . 
 
 
 
       Tabla 1. Oli g o n u c l e o t i d o s em p l e a d o s pa r a la qP CR. 
Ge n dia n a Ca d e n a se n t i d o (5 ’  3 ’ ) Ca d e n a an t i s e n t i d o (5 ’  3 ’ ) 
G LUT-3 
Ubiq u i t i n a 
CGAGAGTCCAAGGTTCTTGC 
COMERCIAL 
TCCTGGATCTCCTGGATCAC 
COMERCIAL 
 
 
 
 
 
3 . 1 . 3 . 3 Pr o d u c t o s ut i l i z a d o s en lo s ex p e r i m e n t o s pa r a el an á l i s i s de pr o t e í n a s  
 
• Los in h i b i d o r e s de pr o t e a s a s : an t i p a í n a , pe p s t a t i n a , am a s t a t i n a , ap r o t i n i n a , le u p e p t i n a , 
be s t a t i n a , in h i b i d o r de tr i p s i n a y PMSF pro c e d i e r o n de la ca s a Sigm a . 
• El rea c t i v o Br a d f o r d pa r a  la de t e r m i n a c i ó n de pr o t e í n a s , la so l u c i ó n de 30% 
ac r i l a m i d a / B i s (2 9 : 1 ) pa r a la pr e p a r a c i ó n de ge l e s pa r a la el e c t r o f o r e s i s de pr o t e í n a s y lo s 
m a r c a d o r e s de pe s o m o l e c u l a r de pr o t e í n a s pr o c e d í a n de Bi o -Rad. 
• El N,N,N’,N’-te t r a m e t i l e t i l e n d i a m i n a (TEMED) y el pe r s u l f a t o am ó n i c o (AMPS) uti l i z a d o s 
en la pr e p a r a c i ó n de lo s ge l e s pr o c e d i e r o n de la ca s a Sigm a . 
• Las pr o t e í n a s se el e c t r o t r a n s f i r i e r o n a m e m b r a n a s de PDVF de 0,45  m de ta m a ñ o de 
po r o (Milli p o r e ) .  
• El met a n o l ut i l i z a d o en la pr e p a r a c i ó n de l ta m p ó n de tr a n s f e r e n c i a ti p o W e s t e r n y pa r a la 
ac t i v a c i ó n de la s m e m b r a n a s de PDVF pr o c e d i ó  de la ca s a co m e r c i a l Panre a c Qu í m i c a 
S.A. (Ba r c e l o n a , Espa ñ a ) . 
• Los an t i c u e r p o s pr i m a r i o s qu e se ut i l i z a r o n pa r a la in m u n o d e t e c c i ó n , ta n t o po r w e s t e r n 
Bl o t co m o po r in m u n o h i s t o q u í m i c a  qu e d a n de s c r i t o s en la ta b l a 2 
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Tabla 2 . Antic u e r p o s pr i m a r i o s pa r a ut i l i z a d o s en  in m u n o d e t e c c i ó n pa r a W e s t e r n - B l o t e 
in m u n o h i s t o q u í m i c a . 
 
MARCADOR DONADOR TIPO CONCENTRACIÓN PROCEDENCIA 
Cx43 Conejo Poli c l o n a l 1: 5 0 ZYMET 
Cx43 Ratón Monoc l o n a l 1: 1 0 0 CHEMICON 
GLUT-1 Cone jo Poli c l o n a l 1: 2 5 0 CHEMICON 
GLUT-3 Conejo Poli c l o n a l 1: 2 5 0 CHEMICON 
GLUT-3  
(IHC) 
Conejo Poli c l o n a l 1: 2 5 
NOVUS 
BIOLOGICALS 
Hx- 1 Rató n Monoc l o n a l 1: 2 5 0 CHEMICON 
Hx-2 Cone jo Poli c l o n a l 1: 2 5 0 CHEMICON 
HIF-1 α Conejo Poli c l o n a l 1: 5 0 0 
NOVUS 
BIOLOGICALS 
Y416- cSRC Conejo Poli c l o n a l 1: 5 0 0 CELL SIGNALING 
Total - cSRC Conejo Poli c l o n a l 1: 5 0 0 CELL SIGNALING 
GFAP Ratón Monoc l o n a l 1: 5 0 0 SIGMA 
GFAP Conejo Poli c l o n a l 1: 5 0 0 SIGMA 
ET-1 Cone jo Poli c l o n a l 1: 2 5 0 NOVUS 
BIOLOGICALS 
NeuN Ratón Monoc l o n a l 1: 1 0 0 CHEMICON 
GAPDH Raton Monoc l o n a l 1: 5 0 0 0 BIONOVA 
 
 
 
• Los an t i c u e r p o s se c u n d a r i o s qu e se ut i l i z a r o n pa r a la in m u n o d e t e c c i ó n , ta n t o po r w e s t e r n 
bl o t co m o po r in m u n o h i s t o q u í m i c a qu e d a n de s c r i t o s en la ta b l a 3 y tab l a 4 . 
 
Tabla 3 . Anti c u e r p o s se c u n d a r i o s co n j u g a d o s co n pe r o x i d a s a pa r a ut i l i z a d o s en 
in m u n o d e t e c c i ó n pa r a  W e s t e r n - B l o t 
MARCADOR DONADOR MARCA CONCENTRACIÓN PROCEDENCIA 
α-Ratón 
Cabra Pero x i d a s a 1: 5 0 0 0 Sant a Cruz 
α-Conejo 
Cabra Pero x i d a s a 1: 1 0 0 0 0 Sant a Cruz 
 
. 
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Tabla 4 .   Antic u e r p o s se c u n d a r i o s co n j u g a d o s co n fl u o r o c r o m o ut i l i z a d o s en in m u n o d e t e c c i ó n 
pa r a in m u n o h i s t o q u í m i c a . 
 
MARCADOR DONADOR FLUOROCROMO CONCENTRACIÓN PROCEDENCIA 
α-Ratón 
Cabra Alex a 488 1: 5 0 0 0 Inv i t r o g e n 
α-Ratón 
Cabra Alex a 594 1:5 0 0 0 Inv i t r o g e n 
α-Ratón 
Cabra Alex a 648 1: 5 0 0 0 Inv i t r o g e n 
α-Conejo 
Cabra Alex a 488 1: 5 0 0 0 Inv i t r o g e n 
α-Conejo 
Cabra Alex a 594 1:5 0 0 0 Inv i t r o g e n 
α-Conejo 
Cabra Alex a 648 1: 5 0 0 0 Inv i t r o g e n 
 
 
 
 
• Las pel í c u l a s de au t o r r a d i o g r a f í a  pa r a la de t e r m i n a c i ó n de la qu i m i o l u m i n i s c e n c i a fu e r o n 
pe l í c u l a s m é d i c a s de Rayos -X de la m a r c a Fu j i f i l m (Madri d , Españ a ) . 
• El par a f o r m a l d e h í d o y el m e t a n o l ut i l i z a d o pa r a fi j a r la s cé l u l a s pr o c e d í a n de la ca s a 
Merck .  
• El med i o de m o n t a j e pa r a ob s e r v a c i o n e s al m ic r o s c o p i o SlowFade Gold antifade reagent  
y el 4’,6 - d i a m i d i n o - 2 - f e n i l i n d o l (DAPI), ma r c a d o r fl u o r e s c e n t e de l DNA, fue r o n 
su m i n i s t r a d o s po r Molec u l a r Probe s (Inv i t r o g e n ) .  
 
3 . 1 . 3 . 4 . Pr o d u c t o s em p l e a d o s pa r a el sil e n c i a m i e n t o gé n i c o 
 
• La Lipo f e c t a m i n a 20 0 0  uti l i z a d a pa r a la tr a n s f e c c i ó n de lo s siRNA, así co m o el m e d i o 
Opti-MEM  , pr o c e d i e r o n de la ca s a  co m e r c i a l Invi t r o g e n .  
• Los siRNA util i z a d o s pa r a el si l e n c i a m i e n t o de  la s pr o t e i n a s de es t u d i o , pr o c e d i e r o n de 
Bi oNova ci e n t í f i c a S. L. (Madri d , Españ a ) .  
 
Tabla 5. siRNA uti l i z a d o s pa r a el si l e n c i a m i e n t o de di f e r e n t e s pr o t e i n a s . 
TARGET SENSE (5´-3´) ANTISENSE (5´-3´) PROCEDENCIA 
Cx43 GCUGGUUACUGGUGACAGATT UCUGUCACCAGUAACCAGCTT BioNova  
HIF-1 α 1 CAUUGAAGAUGAAAUGAAATT TTGUAACUUCUACUUUACUUU BioNova  
HIF-1 α 2 CUGAUAACGUGAACAAAUATT TTGACUAUUGCACUUGUUUAU BioNova  
HIF-1 α 3 CUGUUGAUCUUAUAAUGAUTT TTGACAACUAGAAUAUUACUA BioNova  
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• El siRNA sin di a n a ( non target - s iRNA o nt- s iRNA), uti l i z a d o co m o co n t r o l ne g a t i v o , 
pr o c e d i ó de la ca s a co m e r c i a l Ambio n .  
 
3 . 1 . 3 . 5 . Pr o d u c t o s ut i l i z a d o s pa r a lo s es t u d i o s de ca p t a c i ó n de gl u c o s a . 
 
• La 2-d e s o x i -D[1- 14 C]glu c o s a fu e su m i n i s t r a d a po r la ca s a Amer s h a m Phar m a c i a Bi o t e c h . 
• El líq u i d o de ce n t e l l e o em p l e a d o en la s m e d i c i o n e s de ra d i a c t i v i d a d fu e de la ca s a 
Be c k m a n Inst r u m e n t s . 
 
3 . 1 . 3 . 6 . Otr o s pr o d u c t o s 
 
• Los ag e n t e s qu e ac t ú a n so b r e la pe r m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s : en d o t e l i n a -
1 (ET-1)  y ca r b e n o x o l o n a pr o c e d i e r o n de la ca s a Sigm a . 
• El 4',6- d i a m i d i n o - 2 - f e n i l i n d o l (DAPI) pro c e d i ó de Sigm a . 
• El am a r i l l o de Lucif e r , ut i l i z a d o pa r a m e d i r la co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r pr o c e d i ó de la 
ca s a Sigm a . 
• El age n t e in h i b i d o r de Src, PP2, y el ag e n t e ut i l i z a d o co m o co n t r o l PP3  fue r o n 
su m i n i s t r a d o s po r Calbi o c h e m  (Notti n g h a m , Reino Unido ) .  
• El ant i b i ó t i c o G-418, ut i l i z a d o pa r a la se l e c c i ó n de cl o n e s ha si d o ad q u i r i d o en Prom e g a . 
• El Cloru r o de Cobal t o (CoCl 2 ), ut i l i z a d o pa r a pr o m o v e r la ac u m u l a c i ó n de HIF -1 α , 
pr o c e d i o de la ca s a MERCK. 
 
3 . 2 . M ÉTODOS 
 
3.2 . 1 . Pr e p a r a c i ó n de lo s cu l t i v o s ce l u l a r e s 
 
3.2 . 1 . 1 . Co m p o s i c i ó n de la s di s o l u c i o n e s . 
 
 Todas la s di s o l u c i o n e s em p l e a d a s se pr e p a r a r o n co n H 2 O ult r a p u r a es t é r i l . Se aju s t ó el 
pH a 7, 2 , ex c e p t o en lo s ca s o s en qu e se in d i q u e ot r o pH , y se es t e r i l i z a r o n po r fi l t r a c i ó n 
(t a m a ñ o de po r o 0, 2 2  m ) , pr o c e d e n t e s de la ca s a m i l l i p o r e . 
 
so lu c i ó n de Earle (EBSS)  
 
NaCl 11 6 mM 
KCl  5,4 mM 
NaH 2 PO4  1,0 mM 
MgSO 4  1,5 mM 
NaHCO 3   26 mM 
rojo fe n o l  10 m g / l 
D-glu c o s a   14 mM 
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sol u c i ó n de di s g r e g a c i ó n (s o l u c i ó n A)  
 
alb ú m i n a (F r a c c i ó n V)        3  g / m l 
DNAsa tip o I    20  g / m l 
EBSS        50 ml 
 
sol u c i ó n de tr i p s i n i z a c i ó n (s o l u c i ó n B)  
 
tri p s i n a  0,2 5  g / m l 
DNAsa tip o I     60  g / m l 
al b ú m i n a (F r a c c i ó n V)       3  g / m l 
EBSS          20 ml 
 
med i o de cu l t i v o  
 
DMEM + FCS al 10 % (v / v ) 
pe n i c i l i n a G    50 U/ml 
es t r e p t o m i c i n a 37,5 U/ml 
 
 
3 . 2 . 1 . 2 . Pr e p a r a c i ó n de l cu l t i v o pr i m a r i o de as t r o c i t o s 
 
Los cul t i v o s de as t r o c i t o s se re a l i z a r o n  se g ú n el m é t o d o pr e v i a m e n t e de s c r i t o po r 
Tabe r n e r o y co l . (Tabe r n e r o et al . , 19 93). Se em p l e a r o n ne o n a t o s de ra t a de 1 dí a de vi d a 
po s t n a t a l . Todo el pr o c e s o se re a l i z ó en co n d i c i o n e s de es t e r i l i d a d y a te m p e r a t u r a am b i e n t e , 
co n ex c e p c i ó n de la tr i p s i n i z a c i ó n , qu e se ll e v ó a ca b o a 37ºC. 
 
Los an i m a l e s se li m p i a r o n co n et a n o l al 70 % , se de c a p i t a r o n y se ex t r a j e r o n lo s ce r e b r o s , 
de lo s qu e se re t i r a r o n la s m e n i n g e s y lo s va s o s sa n g u í n e o s vi s i b l e s . Los ce r e b r o s se 
co l o c a r o n en un a pla c a pe t r i qu e co n t e n í a so l u c i ó n “A” (EBSS pH 7,2 su p l e m e n t a d o co n DNasa 
ti p o I 20  g / mL y alb ú m i n a (f r a c c i ó n V) 3  g / mL). La so lu c i ó n EBSS, o de Earle , es t á 
co m p u e s t a po r : NaCl 116 mM, KCl 5,4 mM, NaH 2 PO4 1,0 mM, MgSO 4 1,5 mM, NaHCO 3 26 
mM, roj o fe n o l , 10 m g / l , D-Gluco s a , 14 mM; pH 7, 2 .  El tej i d o se di s g r e g ó ut i l i z a n d o un bi s t u r í y 
se ce n t r i f u g ó du r a n t e 2 m i n u t o s a 50 0 x g . El teji d o di s g r e g a d o se in c u b ó du r a n t e 15 m in u t o s a 
37ºC, en so l u c i ó n “B ” (EBSS pH 7,2 su p l e m e n t a d o co n tri p s i n a 0,2 5  g / mL, DNAsa tip o I 60 
 g / mL y alb ú m i n a (F r a c c i ó n V) 3  g / mL). Poste r i o r m e n t e , se de t u v o la tr i p s i n i z a c i ó n añ a d i e n d o 
al te ji d o di s g r e g a d o m e d i o de cu l t i v o .  Fi n a l i z a d a la tr i p s i n i z a c i ó n se  ce n t r i f u g ó el te ji d o du r a n t e 
5 m in u t o s a 50 0 x g, se re t i r ó el  so b r e n a d a n t e , se re s u s p e n d i ó el  te ji d o en la so l u c i ó n A y se 
hi z o pa s a r va r i a s ve c e s a tr a v é s de un a pi p e t a pa s t e u r si l i c o n a d a . Se rec o g i ó el so b r e n a d a n t e 
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y se re p i t i ó do s ve c e s m á s el tr a t a m i e n t o an t e r i o r . Se reu n i e r o n lo s so b r e n a d a n t e s y se 
ce n t r i f u g a r o n a 50 0 x g du r a n t e 5 m in u t o s , co n ac e l e r a c i ó n y de c e l e r a c i ó n su a v e s . Las cé l u l a s 
ob t e n i d a s se re s u s p e n d i e r o n en m e d i o de cu l t i v o . Una pe q u e ñ a al í c u o t a de es t a su s p e n s i ó n 
ce l u l a r se m e z c l ó co n az u l de tr i p a n o al 0, 2 % (v / v ) pa r a la de t e r m i n a c i ó n de la vi a b i l i d a d ce l u l a r 
y de l nú m e r o de cé l u l a s .  
 
A con t i n u a c i ó n , se se m b r a r o n la s cé l u l a s en m e d i o de cu l t i v o (DMEM suple m e n t a d o co n 
FBS al 10 % (v / v ) , pe n i c i l i n a G 50 U/mL, est r e p t o m i c i n a 37,5 U/mL, pH 7, 2 ) , en pl a c a s pe t r i 
re c u b i e r t a s co n po l i -L-li s i n a (1  g / c m 2 ) , a un a de n s i d a d de 1, 0 x 10 5  cé l u l a s / c m 2  y se co l o c a r o n 
en un in c u b a d o r a 37ºC, con un 5% CO 2 . Al ter c e r dí a se añ a d i ó cit o s i n a  - a r a b i n o f u r a n ó s i d o 
10 M, que se m a n t u v o du r a n t e 48 hor a s co n el fi n de  ev i t a r la pr o l i f e r a c i ó n de la m ic r o g l í a y de 
la s cé l u l a s de l li n a j e O-2A (Tabe r n e r o et al . , 19 9 6 b ) . Los ca m b i o s de m e d i o se re a l i z a r o n do s 
ve c e s po r se m a n a co n m e d i o de cu l t i v o . En es t a s co n d i c i o n e s se ob t i e n e n cu l t i v o s de 
as t r o c i t o s de ti p o - 1 de un a pu r e z a de l 95 % , a ju z g a r po r su re a c c i ó n co n el an t i c u e r p o 
es p e c í f i c o an t i -GFAP (Tabe r n e r o et al . , 19 9 6 b ) ] [a n d r é ] .  
 
 
3 . 2 . 2 . Trat a m i e n t o s ce l u l a r e s en as t r o c i t o s 
 
En tod o s lo s ca s o s se ut i l i z a r o n as t r o c i t o s de 21 día s de cu l t i v o . Las cé l u l a s se in c u b a r o n 
co n DMEM en au s e n c i a de su e r o , al m e n o s 4 hor a s an t e s de ca d a ex p e r i m e n t o . Trans c u r r i d o 
es t e ti e m p o , se re t i r ó el m e d i o y se añ a d i ó m e d i o fr e s c o , en au s e n c i a de su e r o , qu e co n t e n í a 
lo s di f e r e n t e s tr a t a m i e n t o s ce l u l a r e s . Las in c u b a c i o n e s se re a l i z a r o n a 37ºC dur a n t e el ti e m p o 
qu e se in d i c a en ca d a ca s o . 
 
 Los as t r o c i t o s de 21 DIV se tr a n s f e c t a r o n co n NT-siRNA, con Cx43-siRNA o co n HIF-1 α -
s iRNA tal y co m o se ex p l i c a en el ap a r t a d o 3.2.4.  48 h de s p u é s de la tr a n s f e c c i ó n , lo s 
as t r o c i t o s se in c u b a r o n  en au s e n c i a (c o n t r o l ) o en pr e s e n c i a de ET-1 0, 1 M o de CBX 50 μM 
dura n t e 24 hor a s . Esto s ag e n t e s se m a n t u v i e r o n a la m is m a co n c e n t r a c i ó n du r a n t e el re s t o de l 
ex p e r i m e n t o . 
  
 En los ex p e r i m e n t o s re a l i z a d o s co n el in h i b i d o r de c-Src, PP2 o su ho m o l o g o es t r u c t u r a l 
PP3 no ac t i v o , ut i l i z a d o co m o co n t r o l , se ad i c c i o n a r o n al DMEM libr e de su e r o 1 h an t e s de l 
tr a t a m i e n t o co n ET-1 0, 1 M o de CBX 50 μM y se m a n t u v i e r o n pr e s e n t e s a la m is m a 
co n c e n t r a c i ó n du r a n t e el re s t o de l ex p e r i m e n t o . 
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3 . 2 . 3 . RT-PCR Y q-P CR: 
 
I. Extra c c i ó n de l RNA tota l de lo s cu l t i v o s 
Para la ex t r a c c i ó n de l RNA de la s cé l u l a s en cu l t i v o se uti l i z ó Trizo l , si g u i e n d o la s 
in d i c a c i o n e s de la ca s a co m e r c i a l . Br e v e m e n t e , se añ a d i e r o n 0, 2 vo l ú m e n e s de cl o r o f o r m o po r 
vo l u m e n de Triz o l , se ag i t a r o n vi g o r o s a m e n t e lo s tu b o s du r a n t e 15 se g u n d o s y se re a l i z ó un a 
in c u b a c i ó n de 3 min u t o s , fi n a l i z a d a la cu a l se ce n t r i f u g a r o n la s m u e s t r a s a 12 0 0 0 x g du r a n t e 
15 m in u t o s . Una ve z re c o g i d a la fa s e ac u o s a se pr e c i p i t ó el RNA por ad i c i ó n de 0, 5 vo l ú m e n e s 
de al c o h o l is o p r o p í l i c o . Las m u e s t r a s se in c u b a r o n du r a n t e 10 m in u t o s y se ce n t r i f u g a r o n a 
12 0 0 0 x g du r a n t e 10 m in u t o s . Post e r i o r m e n t e , se  re t i r ó el so b r e n a d a n t e y se la v ó el 
pr e c i p i t a d o de RNA con un vo l u m e n de et a n o l al 75 % . A con t i n u a c i ó n , la s m u e s t r a s se ag i t a r o n 
y se ce n t r i f u g a r o n a 75 0 0 x g du r a n t e 5 m in u t o s , a 4ºC. El pre c i p i t a d o de RNA se de jó se c a r 
pa r c i a l m e n t e a te m p e r a t u r a am b i e n t e y se re d i s o l v i ó en ag u a DEPC est é r i l , in c u b á n d o l o 
de s p u é s du r a n t e 10 m in u t o s a 55 ºC. A pos t e r i o r i , se tr a t ó co n DNA sa, pa r a el i m i n a r el po s i b l e 
DNA que se ha y a po d i d o ar r a s t r a r en el pr o c e s o , du r a n t e 2h a 37ºC. Por úl t i m o , se añ a d i e r o n 
0, 0 5 μL del in h i b i d o r de RNasas po r ca d a μL de vo l u m e n re s u s p e n d i d o . 
 
II. Cu a n t i f i c a c i ó n de l RNA 
La cal i d a d de l RNA se ve r i f i c ó vi s u a l m e n t e tr a s un a el e c t r o f o r e s i s en ge l de ag a r o s a al 
1% (p / v ) , co m p r o b á n d o s e la pr e s e n c i a de la s ba n d a s de RNA ribo s ó m i c o (1 8 S y 28 S). 
Adem á s , el RNA se cu a n t i f i c ó po r  es p e c t r o f o t o m e t r í a a 26 0 nm y se co m p r o b ó la ca l i d a d de l 
m is m o po r la re l a c i ó n de ab s o r b a n c i a s 26 0 / 2 8 0 nm . 
 
III. Retro t r a n s c r i p c i ó n (RT) 
Para rea l i z a r la tr a n s c r i p c i ó n de l RNA tota l a DNA com p l e m e n t a r i o (cDNA) se uti l i z ó la 
en z i m a tr a n s c r i p t a s a SuperScri p tII, sig u i e n d o la s in d i c a c i o n e s de l fa b r i c a n t e . Br e v e m e n t e , 1  g 
de RNA tota l se m e z c l ó co n 20 0 n g de ce b a d o r e s he x a m é r i c o s al e a t o r i o s ( random hexamer 
primers ) en un vo l u m e n to t a l de 11 L de H 2 O-DEPC. Se inc u b ó la m e z c l a du r a n t e 10 m in u t o s 
a 70 ºC y se g u i d a m e n t e en ba ñ o de hi e l o du r a n t e 2 m in u t o s . A con t i n u a c i ó n , se añ a d i e r o n 9 L 
de un a m e z l a co m p u e s t a po r 5 L del ta m p ó n de la tr a n s c r i p t a s a , 1 L de la tr a n s c r i p t a s a 
SuperScri p tII, 1 L de un a m e z c l a de de s o x i r r i b o n u c l e ó t i d o s (dNTPs) 10 mM, 1 L de in h i b i d o r 
de RNasas y 1 L de dit i o t r e i t o l (DTT). La rea c c i ó n de re t r o t r a n s c r i p c i ó n se ll e v ó a ca b o en un 
te r m o c i c l a d o r y co n s i s t i ó en un pa s o in i c i a l de an i l l a m i e n t o (1 0 m in u t o s a 20 ºC), se g u i d o de 
el o n g a c i ó n (45 min u t o s a 42ºC) y de s n a t u r a l i z a c i ó n (5 m in u t o s a 99 ºC ). Al fin a l de la re a c c i ó n , 
la te m p e r a t u r a se m a n t u v o a 7º C. Fin a l i z a d a la re a c c i ó n , el vo l u m e n se co m p l e t ó ha s t a 50 L 
con H 2 O-DEPC. 
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IV. Cua n t i f i c a c i ó n de l cD NA pro d u c t o de la re t r o t r a n s c r i p c i ó n .  
 Para re a l i z a r la cu a n t i f i c a c i ó n de l cDNA obte n i d o de la re a c c i ó n de re t r o t r a n s c r i p c i ó n , 
se m id i o la co n c e n t r a c i ó n po r es p e c t r o f o t o m e t r i a , co n el pr o g r a m a es p e c i f i c o pa r a m e d i d a s de 
co n c e n t r a c i ó n de cDNA.  
 
V. Reacc i ó n en ca d e n a de la po l i m e r a s a (P CR) 
A part i r de l cDNA obte n i d o en el pa s o an t e r i o r , se am p l i f i c ó el ge n de in t e r é s en ca d a 
ca s o , m e d i a n t e la Reacc i ó n en Caden a de la Polim e r a s a (PCR).  
Los oli g o n u c l e o t i d o s ut i l i z a d o s pa r a la s di f e r e n t e s PCR´s, es t á n de s c r i t o s en la Tabl a 1 
Para ll e v a r a ca b o la PCR, se pr e p a r ó , po r  ca d a tu b o , un a m e z c l a de re a c c i ó n qu e 
co n t e n í a lo s si g u i e n t e s re a c t i v o s : 
 
• 12, 5  l de Maste rMix. (SYBR Green )  
• 0,5  l de Rox  
• 0,5  l de ca d a ol i g o n u c l e o t i d o (1 0 mM).  
• 5 ng de cDNA de la m u e s t r a de Cl 2 Mg.  
• c.s . p 20  l de H 2 O ult r a p u r a es t é r i l .  
 
Una vez pr e p a r a d a la m e z c l a , lo s tu b o s se ll e v a r o n al te r m o c i c l a d o r pa r a am p l i f i c a r el 
ge n de s e a d o . En am b o s  ca s o s se ut i l i z a r o n 45 ci c l o s co n la s si g u i e n t e s te m p e r a t u r a s y 
ti e m p o s :  
 
GLUT-3  (94 ºC 20’ ’ , 65 ºC  40’’, 72 ºC 1m in 30”). 
Ubiqu i t i n a   (94 ºC 20’ ’ , 65 ºC 40’’, 72 ºC 1m in 30”). 
 
   
VI. Análi s i s de da t o s 
 
El aná l i s i s de lo s re s u l t a d o s , se ll e v o a c a b o en el pr o g r a m a in f o r m á t i c o ac o p l a d o al 
te r m o c i c l a d o r , m e d i a n t e cu a n t i f i c a c i ó n re l a t i v a .  Los re s u l t a d o s se ex p r e s a n co m o nu m e r o de 
co p i a s de GLUT-3, por nu m e r o de co p i a s de l ge n co n t r o l , en nu e s t r o ca s o Ubiqu i t i n a . 
 
 
3 . 2 . 4 . Sile n c i a m i e n t o de l mRNA de pro t e í n a s es p e c í f i c a s me d i a n t e la té c n i c a de l siRNA 
( small interfering RNA ) . 
 
El mec a n i s m o de l RNA de in t e r f e r e n c i a (RNAi), qu e co n s i s t e en el bl o q u e o de la 
ex p r e s i ó n de un ge n es p e c í f i c o , se ha ob s e r v a d o en  to d o s lo s ti p o s de cé l u l a s eu c a r i o t a s , 
de s d e la s le v a d u r a s ha s t a lo s m a m í f e r o s . Se cr e e qu e es t e m e c a n i s m o es t á im p l i c a d o en la 
pr o t e c c i ó n de l ge n o m a fr e n t e a la s in f e c c i o n e s ví r i c a s , ad e m á s de ju g a r un pa p e l en la 
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r e g u l a c i ó n de la pr o l i f e r a c i ó n , m u e r t e y di f e r e n c i a c i ó n ce l u l a r e s , e in c l u s o , en on c o g é n e s i s . 
Actu a l m e n t e , el RNAi es un a he r r a m i e n t a út i l pa r a ll e v a r a ca b o el si l e n c i a m i e n t o de un ge n 
es p e c í f i c o . El mec a n i s m o de ac t u a c i ó n de l RNAi se ex p l i c a en el es q u e m a 16 . En pri m e r lu g a r , 
el RNA de do b l e ca d e n a ( doubled stranded RNA,  ds RNA) es di g e r i d o po r un a en z i m a ll a m a d a 
Dicer , si m i l a r a la RNAsa III. Así se ob t i e n e n do b l e s fr a g m e n t o s de do b l e ca d e n a de RNA, de 
en t r e 20 - 2 5 nu c l e ó t i d o s , de n o m i n a d o siRNA ( small interfering RNA ) . És t o s se en s a m b l a n en un 
co m p l e j o de n o m i n a d o RISC ( RNA-induced silencing complex ) qu e co n t i e n e un a 
en d o r r i b o n u c l e a s a , la cu a l se p a r a un a do b l e c a d e n a de siRNA. Fin a l m e n t e la m o n o c a d e n a de 
siRNA se un a a un a ca d e n a co m p l e m e n t a r i a en el mRNA de la cé l u l a s y el co m p l e j o RISC 
digi e r e el mRNA dian a . 
 
 
 
Para ll e v a r a ca b o el si l e n c i a m i e n t o de l mRNA de la Cx43 y de HIF- 1 α , la s cé l u l a s se 
tr a n s f e c t a r o n co n siRNA espe c í f i c o pa r a ca d a  mRNA o con siRNA si n di a n a (NT) em p l e a n d o 
li p o f e c t a m i n a pa r a el l o . Antes de la tr a n s f e c c i ó n se ca m b i ó el m e d i o de cu l t i v o po r DMEM + 
FCS 10% , si n an t i b i ó t i c o s . Post e r i o r m e n t e , se dil u y ó el siRNA de la Cx43 (Cx43-siRNA) o el 
siRNA sin di a n a (n o n ta r g e t - s iRNA, NT-siRNA), am b o s a un a co n c e n t r a c i ó n 2 μM, en el m e d i o 
co m e r c i a l Opti-MEM y se in c u b ó la m e z c l a du r a n t e  5 m in u t o s . Por otr o la d o , se di l u y ó la 
Lipo f e c t a m i n a 20 0 0 ®  en  Opti-MEM   (0, 03 μL/ μL), inc u b á n d o s e ta m b i é n es t a m e z c l a du r a n t e 5 
m in u t o s . Pasa d o el ti e m p o de in c u b a c i ó n , se m e z c l a r o n lo s m e d i o s  qu e co n t e n í a n el siRNA y la 
Lipo f e c t a m i n a 20 0 0 ®  (1: 1 ) y se in c u b ó la m e z c l a du r a n t e 5 m in u t o s . Despu é s de es t e ti e m p o , la 
m e z c l a se añ a d i ó al cu l t i v o de cé l u l a s de gl i o m a (2 0 0 μL/mL de m e d i o de cu l t i v o ) . Al cab o de 
en t r e 8- 1 2 h de la tr a n s f e c c i ó n se ca m b i ó el m e d i o de cu l t i v o . Las cé l u l a s se in c u b a r o n a 37ºC 
d sRN
mRN AAA
(RNA de dob l e ca d e n a )  
s iRNA  (RNA de int e r f e r e n c i a )  
C o m p l e j o RISC-siRNA 
Asoci a c i ó n co n el mRNA dian a 
Fra g m e n t o s de l  mRNA dian a 
Esqu e m a 16 . Fu n d a m e n t o de la té c n i c a de l siRNA 
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e n un in c u b a d o r de CO 2 el ti e m p o ne c e s a r i o pa r a se r pr o c e s a d a s pa r a lo s si g u i e n t e s 
ex p e r i m e n t o s .  
 
3 . 2 . 5 . D e t e r m i n a c i ó n de la pe r m e a b i l i d a d ce l u l a r 
 
La per m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s o gap junctions  se de t e r m i n ó m e d i a n t e la 
té c n i c a co n o c i d a co m o scrape loading , se g ú n el m é t o d o de s c r i t o po r El -Fo u l y y co l . (El-F o u l y et 
al . , 19 8 7 ) , co n al g u n a s m o d i f i c a c i o n e s  (Tabe r n e r o et al . , 20 0 1 ) . En pr i m e r lu g a r , se re t i r ó el 
m e d i o de cu l t i v o y se re a l i z a r o n va r i o s la v a d o s co n so l u c i ó n ex t e r n a , pH 7, 2 (NaCl 130 mM, 
KCl 2,8 mM, MgCl 2  1 mM, CaCl 2  1 mM y HEPES 10 mM), in c u b a n d o la s cé l u l a s co n el me d i o 
de l úl t i m o la v a d o du r a n t e 10 m in u t o s . Tran s c u r r i d o es t e ti e m p o , se  re a l i z a r o n va r i o s la v a d o s 
co n so l u c i ó n si n -Ca 2+  (c o n la m is m a co m p o s i c i ó n qu e la so l u c i ó n an t e r i o r pe r o si n CaCl 2 ), 
in c u b á n d o s e la s cé l u l a s co n el m e d i o de l úl t i m o la v a d o du r a n t e 2 m in u t o s . Despu é s , la pl a c a se 
in c u b ó co n el co l o r a n t e fl u o r e s c e n t e am a r i l l o de Luci f e r di s u e l t o en la so l u c i ó n s in -Ca 2+  (1 
m g / m l ) du r a n t e 2 m in u t o s . En pre s e n c i a de l co l o r a n t e y co n ay u d a de un bi s t u r í , se re a l i z ó 
su a v e m e n t e un co r t e so b r e la m o n o c a p a de cé l u l a s en el ce n t r o de la pl a c a . Este tr a t a m i e n t o 
pe r m i t e la en t r a d a de l am a r i l l o de Luci f e r en el in t e r i o r ce l u l a r , pu e s t o  qu e la ru p t u r a de la cé l u l a 
vi e n e se g u i d a de un a rá p i d a ve s i c u l a c i ó n de la m e m b r a n a pl a s m á t i c a . El am a r i l l o de Luci f e r es 
un a m o l é c u l a cu y o ta m a ñ o m o l e c u l a r es lo su f i c i e n t e m e n t e pe q u e ñ o (457 Dalto n s ) co m o pa r a 
di f u n d i r li b r e m e n t e a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s . Sin em b a r g o , es in c a p a z de di f u n d i r 
a tr a v é s de la m e m b r a n a pl a s m á t i c a (El-F o u l y et al . , 19 8 7 ) . C ons e c u e n t e m e n t e , un a ve z qu e el 
am a r i l l o de Luci f e r ha pe n e t r a d o en la cé l u l a , di f u n d i r á ha c i a la s cé l u l a s ad y a c e n t e s 
ex c l u s i v a m e n t e a tr a v é s de la s un i o n e s  co m u n i c a n t e s (v é a s e es q u e m a 17 ) . 
 
 
3 . 2 . 6 . De t e r m i n a c i ó n de la ex p r e s i ó n de pr o t e í n a s m e d i a n t e an á l i s i s de tr a n s f e r e n c i a ti p o 
W e s t e r n  
 
El aná l i s i s de la ex p r e s i ó n de pr o t e í n a s po r tr a n s f e r e n c i a ti p o W e s t e r n se re a l i z ó 
m e d i a n t e el e c t r o f o r e s i s ve r t i c a l en ge l de po l i a c r i l a m i d a , en pre s e n c i a de SDS (SDS-PAGE).  
 
Unión com u n i c a n t e o gap junction  
Esque m a 17 . Fu n d a m e n t o de la té c n i c a de scrape loading 
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I Extra c c i ó n de pr o t e í n a s  
Las pro t e í n a s pr o c e d e n t e s de la s cé l u l a s en cu l t i v o se re c o g i e r o n en so l u c i ó n de 
ex t r a c c i ó n de pr o t e í n a s (Tris 5 mM, SDS 2%, EDTA 2 mM y EGTA 2 mM), qu e co n t e n í a PMSF 
1 mM, ant i p a í n a 0, 5  g / m l , am a s t a t i n a 0, 5  g / m l , le u p e p t i n a 0, 5  g / m l , be s t a t i n a 0, 5  g / m l , 
in h i b i d o r de tr i p s i n a 0, 5  g / m l , ap r o t i n i n a 3 U/ml  e in h i b i d o r e s de fo s f a t a s a s co m o NaF y 
Ortov a n a d a t o . Las m u e s t r a s se hi r v i e r o n du r a n t e 5 m in u t o s y se ce n t r i f u g a r o n a 20 8 0 0 x g 
d u r a n t e 15 m in u t o s . 
 
II. Cu a n t i f i c a c i ó n de pr o t e í n a s 
Se sig u i ó el m é t o d o de Br a d f o r d (B r a d f o r d , 1 9 7 6 ) . Una pe q u e ñ a al í c u o t a de la m u e s t r a 
de pr o t e í n a s se di l u y ó 10 0 0 ve c e s en ag u a ul t r a p u r a . De esa di l u c i ó n se to m ó  un vo l u m e n de 
80 0 L y se añ a d i e r o n 20 0 L de re a c t i v o de Br a d f o r d (B i oRad) . Se agi t ó la m e z c l a en el vó r t e x 
y se de jó a te m p e r a t u r a am b i e n t e du r a n t e 10 m in u t o s . A con t i n u a c i ó n , se pr o c e d i ó a m e d i r la 
ab s o r b a n c i a a un a lo n g i t u d de on d a de 59 5 nm . La  con c e n t r a c i ó n de pr o t e í n a s se de t e r m i n ó 
ex t r a p o l a n d o en un a re c t a pa t r ó n , re a l i z a d a si m u l t á n e a m e n t e co n di s o l u c i o n e s en t r e 1 y 25 
 g / mL de al b ú m i n a sé r i c a bo v i n a .  
 
III. Pre p a r a c i ó n de lo s ge l e s 
Los gel e s ut i l i z a d o s pa r a la el e c t r o f o r e s i s fu e r o n de po l i a c r i l a m i d a , de un gr o s o r de 0, 7 5 
m m , co m p u e s t o s po r un ge l de se p a r a c i ó n (7 , 5 % de po l i a c r i l a m i d a pa r a la Cx43, c-Src to t a l , c-
SrcY416, GLUT-1, GLUT-3, Hx 1, Hx 2, HIF-1 α y GAPDH) y po r un ge l de co n c e n t r a c i ó n (4% 
de po l i a c r i l a m i d a ) .  
 
El gel de se p a r a c i ó n es t a b a co m p u e s t o po r Tris - HCl 0,375 M (pH 8, 8 ) , ac r i l a m i d a / B i s al 
7, 5 % (p / v ) , SDS al 0,1 % (p / v ) , pe r s u l f a t o  de am o n i o (AMPS) al 0, 0 5 % (p / v ) y N,N,N’,N’-
te t r a m e t i l e n d i a m i n o (TEMED ) al 0, 0 5 % (p / v ) . El gel de co n c e n t r a c i ó n es t a b a co m p u e s t o po r 
Tris - HCl 0,1 2 5 M (pH 6, 8 ) , ac r i l a m i d a / B i s al 4% (p/ v ) , SDS al 0, 1 % (p / v ) , AMPS al 0, 0 5 % (p / v ) y 
TEMED al 0, 0 5 % (p / v ) . 
 
IV. Pre p a r a c i ó n de la s m u e s t r a s pa r a la el e c t r o f o r e s i s 
Una vez ca l c u l a d a la co n c e n t r a c i ó n de pr o t e í n a s en la s m u e s t r a s , en t r e 50 - 9 0 μ g , de 
pr o t e í n a se re s u s p e n d i e r o n en un vo l u m e n eq u i v a l e n t e de ta m p ó n de ca r g a (Tris - HCl 40 mM 
(pH 6, 8 ) , SDS al 2% (p / v ) , gl i c e r o l al 20 % (p / v ) , az u l de br o m o f e n o l 0, 0 1 % y DTT 3 mM). Se 
hir v i ó la m e z c l a du r a n t e 5 m in u t o s , y tr a s re a l i z a r un a rá p i d a ce n t r i f u g a c i ó n , se m a n t u v i e r o n en 
hi e l o .  
 
V. Elec t r o f o r e s i s de pr o t e í n a s 
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El tam p ó n ut i l i z a d o pa r a la el e c t r o f o r e s i s fu e Tris 25 mM y gli c i n a 0, 1 9 M (pH 8,3), co n 
SDS al 0, 1 % (p / v ) . Las m u e s t r a s se ap l i c a r o n  en lo s di s t i n t o s po c i l l o s de l ge l , in c l u y e n d o un 
m a r c a d o r de m a s a s m o l e c u l a r e s (2 5 0 , 15 0 , 10 0 , 75 , 50 , 37, 25 , 20 , 15 y 10 kDa). 
Las el e c t r o f o r e s i s se re a l i z a r o n a te m p e r a t u r a am b i e n t e y a un am p e r a j e co n s t a n t e de 400 mA, 
dur a n t e el ti e m p o qu e la s pr o t e í n a s ta r d a r o n en ab a n d o n a r  el ge l de co n c e n t r a c i ó n . A 
con t i n u a c i ó n , se ap l i c ó un am p e r a j e co n s t a n t e de 400 mA.  
 
VI. Elec t r o t r a n s f e r e n c i a 
Las pro t e í n a s se p a r a d a s se tr a n s f i r i e r o n de l ge l de po l i a c r i l a m i d a a un a m e m b r a n a de 
PDVF de 0,45  m de ta m a ñ o de po r o . El tam p ó n de tr a n s f e r e n c i a te n í a la si g u i e n t e 
co m p o s i c i ó n : Tris 25 mM y gli c i n a 0, 1 9 M (pH 8, 6 ) , co n SDS al 0, 1 % y m e t a n o l al 10 % . Para la 
el e c t r o t r a n s f e r e n c i a se ap l i c ó un am p e r a j e co n s t a n t e de 400 mA dur a n t e to d a la no c h e a 4ºC, 
de m a n e r a qu e la s pr o t e í n a s va n pa s a n d o a la m e m b r a n a at r a í d a s po r la ca r g a el é c t r i c a 
po s i t i v a , qu e d a n d o in m o v i l i z a d a s en la m is m a po s i c i ó n qu e oc u p a b a n en el ge l .  
 
VII. Visua l i z a c i ó n de la s pr o t e í n a s y bl o q u e o de la m e m b r a n a 
La pre s e n c i a de pr o t e í n a s en la m e m b r a n a se  vi s u a l i z ó m e d i a n t e ti n c i ó n co n Rojo 
Ponce a u al 10 % (v / v ) . A con t i n u a c i ó n , la m e m b r a n a se bl o q u e ó du r a n t e 1 ho r a a te m p e r a t u r a 
am b i e n t e , co n un a so l u c i ó n de le c h e de s n a t a d a en  po l v o al 5% (p / v ) en TBS (Tris - b a s e 20 mM, 
NaCl 500 mM, pH 7, 5 ) . 
 
VIII. Inm u n o d e t e c c i ó n 
Para de t e c t a r la s pr o t e í n a s en la m e m b r a n a , se in c u b ó co n el an t i c u e r p o pr i m a r i o co n t r a 
la pr o t e í n a de in t e r é s du r a n t e to d a la no c h e a 4º C. Los ant i c u e r p o s pr i m a r i o s ut i l i z a d o s , es t á n 
de s c r i t o s en la Tabl a 1. Los an t i c u e r p o s pr i m a r i o s se pr e p a r a r o n en un a so l u c i ó n co m p u e s t a 
po r al b ú m i n a al 2% (p / v ) y az i d a só d i c a 0, 0 2 % (p / v ) en TTBS (Tris - b a s e 20 mM, NaCl 500 mM, 
Twee n 1: 1 0 0 0 pH 7, 5 ) , ex c e p t u a n d o el an t i c u e r p o m o n o c l o n a l de ra t ó n co n t r a Cx43 en el qu e 
se su s t i t u y ó la al b ú m i n a al 2%  po r le c h e en po l v o al 5% .  
 
A con t i n u a c i ó n , se in c u b ó co n an t i c u e r p o se c u n d a r i o co n t r a in m u n o g l o b u l i n a de ra t ó n o 
co n e j o , co n j u g a d o co n pe r o x i d a s a ,  du r a n t e 1 ho r a a te m p e r a t u r a am b i e n t e . Los an t i c u e r p o s 
se c u n d a r i o s ut i l i z a d o s es t á n de s c r i t o s en la Tabl a 2. Esto s an t i c u e r p o s fu e r o n pr e p a r a d o s en 
TTBS. En est e pu n t o se fo r m a un co m p l e j o pr o t e í n a - a n t i c u e r p o pr i m a r i o - a n t i c u e r p o se c u n d a r i o . 
 
La inm u n o d e t e c c i ó n se re a l i z ó m e d i a n t e qu i m i o l u m i n i s c e n c i a . En est e si s t e m a , el 
su s t r a t o qu i m i o l u m i n i s c e n t e , lu m i n o l , añ a d i d o a la s m e m b r a n a s , es ox i d a d o po r la pe r o x i d a s a 
co n j u g a d a co n el an t i c u e r p o se c u n d a r i o , en pr e s e n c i a de l su s t r a t o pe r ó x i d o de hi d r ó g e n o 
(H 2 O2 ), en co n d i c i o n e s al c a l i n a s . Inm e d i a t a m e n t e de s p u é s de la ox i d a c i ó n , el lu m i n o l ex c i t a d o 
de c a e a su es t a d o fu n d a m e n t a l po r em i s i ó n de lu z .  La luz em i t i d a es de t e c t a d a po r ex p o s i c i ó n 
a un a pe l í c u l a de au t o r r a d i o g r a f í a , si e n d o es t a lu z pr o p o r c i o n a l a la ca n t i d a d de pr o t e í n a 
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p r e s e n t e en la m e m b r a n a , en co n d i c i o n e s de ex p o s i c i ó n su b s a t u r a n t e . Fi n a l m e n t e , se 
cu a n t i f i c a r o n la s ba n d a s en la s pe l í c u l a s de au t o r r a d i o g r a f í a m e d i a n t e el pr o g r a m a de an á l i s i s 
de im a g e n  IMAGEJ. Los re s u l t a d o s se no r m a l i z a r o n fr e n t e a lo s va l o r e s de GAPDH que fu e 
em p l e a d o co m o co n t r o l de ca r g a . 
 
 
3 . 2 . 7 . Expe r i m e n t o s re a l i z a d o s “in viv o ” en ra t o n e s C5 7BL6 y hG FAP-e G F P 
 
3. 2 . 7 . 1 . Iny e c c i ó n de ác i d o ka í n i c o en lo s ra t o n e s C5 7B L6 y hG FAP-e G F P , y pr e p a r a c i ó n 
de l te j i d o .  
 
Se rea l i z a r o n in y e c c i o n e s in t r a c r a n e a l e s de ác i d o ka í n i c o en ra t o n e s ad u l t o s C57BL6 y 
hGFAP-eGFP, seg ú n el m é t o d o de s c r i t o po r Ko u l a k o f f y co l . (K o u l a k o f f et al . , 20 0 8 ) co n 
pe q u e ñ a s m o d i f i c a c i o n e s . Br e v e m e n t e , lo s ra t o n e s se an e s t e s i a r o n m e d i a n t e un a in y e c c i ó n 
in t r a p e r i t o n e a l de av e r t i n a al 2% (p / v ) . A con t i n u a c i ó n , se co l o c ó  al an i m a l en un ap a r a t o de 
es t e r e o t a x i s y se le in y e c t ó in t r a c r a n e a l m e n t e 1 nm o l de ác i d o ka í n i c o e n 1 μL de su e r o sa l i n o 
si g u i e n d o la s co o r d e n a d a s : -1 m m an t e r o p o s t e r i o r , 1, 5 m m m e d i o l a t e r a l y 0, 6 m m do r s o v e n t r a l 
en br e g m a . La iny e c c i ó n se re a l i z ó en la co r t e z a ce r e b r a l en la pa r t e de r e c h a de l ce r e b r o . 
 
A exc e p c i ó n de lo s an i m a l e s qu e se ut i l i z a r í a n pa r a ve r la ex p r e s i ó n de Cx43, los ra t o n e s 
se pr e f u n d i e r o n tra n s c a r d i a l m e n t e co n pa r a f o r m a l d e h í d o al 4% (p /v ) en un a so l u c i ó n de PBS, 
una se m a n a de s p u é s de la in y e c c i ó n . Los ce r e b r o s se sa c a r o n y se vo l v i e r o n a fi ja r en la 
m is m a so l u c i ó n de pa r a f o r m a l d e h í d o du r a n t e 2 h, se g u i d o de un a cr i o p r o t e c c i ó n en sa c a r o s a al 
30% en PBS a 4ºC dur a n t e to d a la no c h e .  A con t i n u a c i ó n lo s ce r e b r o s se co r t a r o n en 
se c c i o n e s fr o n t a l e s de 50 μM de gr o s o r en un m ic r o t o m o a u n a te m p e r a t u r a de -2 0 ºC. Los 
co r t e s se re c o g i e r o n en pl a c a s m u l t i p o c i l l o qu e co n t e n í a n ta m p ó n fo s f a t o , al 0, 24 M (Na 2 HPO 4 
0,24 M, NaH 2 P0 4 0,24 M, pH 7, 2 ) y se gu a r d a r o n a 4ºC has t a su po s t e r i o r us o . A est o s co r t e s 
se le s de n o m i n ó co r t e s fl o t a n t e s . 
 
Para po d e r ob s e r v a r m e d i a n t e in m u n o h i s t o q u í m i c a la Cx43, par t e de lo s an i m a l e s se 
pr e f u n d i e r o n tra n s c a r d i a l m e n t e co n PBS 1 se m a n a de s p u é s de la in y e c c i ó n . Rápid a m e n t e se 
sa c a r o n lo s ce r e b r o s y se co n g e l a r o n en un a so l u c i ó n de is o p e n t a n o a -30ºC. Poste r i o r m e n t e , 
lo s ce r e b r o s se co r t a r o n en  se c c i o n e s fr o n t a l e s de 20 μM de gro s o r en un cr i o s t a t o 
re c o g i é n d o s e en po r t a - o b j e t o s ad h e r e n t e s . Los po r t a - o b j e t o s co n lo s co r t e s se co n s e r v a r o n a   
-80 ºC has t a su po s t e r i o r us o . 
 
3 . 2 . 8 . Inm u n o h i s t o q u í m i c a 
 
Los por t a - o b j e t o s qu e co n t e n í a n lo s co r t e s ce r e b r a l e s co r t a d o s en el cr i o s t a t o se fi ja r o n 
en pa r a f o r m a l d e h í d o al 2% en PBS a 4ºC. A con t i n u a c i ó n , ta n t o lo s co r t e s en lo s po r t a - o b j e t o s 
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c o m o lo s co r t e s fl o t a n t e s co r t a d o s en el m ic r o t o m o se pr e i n c u b a r o n a te m p e r a t u r a am b i e n t e en 
PBS que co n t e n í a 2g /L de ge l a t i n a y Trito n -X100 al 0,2 5 % (e s t a me z c l a se de n o m i n ó so l u c i ó n 
C) dur a n t e un a ho r a . Las se c c i o n e s se in c u b a r o n du r a n t e to d a la no c h e a 4ºC con lo s 
an t i c u e r p o s pr i m a r i o s di l u í d o s en la so l u c i ó n C.  Los an t i c u e r p o s pri m a r i o s ut i l i z a d o s en lo s 
co r t e s en po r t a - o b j e t o s y en lo s co r t e s fl o t a n t e s , es t a n de s c r i t o s  en la Tabl a 2. Desp u é s de 3 
lav a d o s co n la so l u c i ó n C, los co r t e s se in c u b a r o n co n lo s an t i c u e r p o s se c u n d a r i o s ap r o p i a d o s 
du r a n t e 2 h a te m p e r a t u r a am b i e n t e . Los an t i c u e r p o s se c u n d a r i o s ut i l i z a d o s , es t á n de s c r i t o s en 
la Tabl a 4. Despu é s de va r i o s la v a d o s , lo s po r t a - o b j e t o s co n lo s co r t e s se m o n t a r o n en un a 
so l u c i ó n qu e m a n t e n í a la fl u o r e s c e n c i a , Fl u o r o m o u n t . 
 
Las pr e p a r a c i o n e s fu e r o n ob s e r v a d a s co n un m i c r o s c o p i o co n f o c a l o co n un m ic r o s c o p i o 
de fl u o r e s c e n c i a in v e r t i d o co n e c t a d o a un a vi d e o - c á m a r a di g i t a l , ob t e n i é n d o s e im á g e n e s 
co n f o c a l e s o de fl u o r e s c e n c i a , re s p e c t i v a m e n t e . 
 
 
 
3 . 2 . 9 . D e t e r m i n a c i ó n de la ca p t a c i ó n de 2 -d e s o x i - D - g l u c o s a . 
 
 Los ex p e r i m e n t o s de ca p t a c i ó n de 2- d e s o x i -D-gl u c o s a se re a l i z a r o n se g ú n el m é t o d o 
de s c r i t o pr e v i a m e n t e po r Tabe r n e r o y co l . (Tabe r n e r o et al . , 19 9 6 a ) . Estud i o s pr e v i o s 
re a l i z a d o s en el la b o r a t o r i o de m u e s t r a n qu e el pr o c e s o de ca p t a c i ó n de 2- d e s o x i -D-gl u c o s a es 
li n e a l co n re s p e c t o al ti e m p o , en nu e s t r a s co n d i c i o n e s ex p e r i m e n t a l e s , al m e n o s du r a n t e la 
pr i m e r a ho r a de in c u b a c i ó n (Tabe r n e r o et al . , 19 9 6 a ) . 
  
 Las cé l u l a s se in c u b a r o n a 37ºC dur a n t e 30 min u t o s en DMEM ( que co n t i e n e 5, 5 5 mM 
de gl u c o s a ) co n 2- d e o x i -D[1- 14 C]glu c o s a (0 , 1 5 Ci; 750 dp m po r pm o l ) .  La 2-d e o x i -D-gl u c o s a 
es un de r i v a d o de la D-glu c o s a qu e es tr a n s p o r t a d o al in t e r i o r ce l u l a r ut i l i z a n d o el m is m o 
tr a n s p o r t a d o r qu e la D-glu c o s a . Una vez en el in t e r i o r de la cé l u l a , la 2 -d e s o x i -D-gl u c o s a es 
fo s f o r i l a d a po r la s he x o q u i n a s a s ce l u l a r e s , pe r o no co n t i n ú a su m e t a b o l i s m o , po r lo qu e 
pe r m a n e c e en el ci t o p l a s m a . Cons e c u e n t e m e n t e , la m e d i d a de la ca n t i d a d de 2 -d e s o x i -D-
gl u c o s a en c o n t r a d a en la cé l u l a es un a m e d i d a de la ca p t a c i ó n de D-glu c o s a . Tran s c u r r i d o el 
ti e m p o de in c u b a c i ó n , el m e d i o se  as p i r ó rá p i d a m e n t e y la s cé l u l a s se la v a r o n tr e s ve c e s co n 2 
m l de PBS frío . 
 
 Poste r i o r m e n t e , la s cé l u l a s se li s a r o n po r la ad i c i ó n de 50 0  l de un a so l u c i ó n de NaOH 
10 mM que co n t e n í a Trit o n X-10 0 al 0, 1 % . Del lis a d o re s u l t a n t e se to m a r o n 450  l pa r a el 
co n t a j e de la ra d i a c t i v i d a d qu e se tr a s v a s a r o n a un vi a l de ce n t e l l e o de 6 m l de ca p a c i d a d y se 
co m p l e t ó el vo l u m e n co n lí q u i d o de ce n t e l l e o . Los ot r o s 50  l se ut i l i z a r o n pa r a cu a n t i f i c a r la 
ca n t i d a d de pr o t e i n a po r co n d i c i o n es t u d i a d a . 
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 Despu é s de 12 h , de s d e la pr e p a r a c i ó n de la m e z c l a de li s a d o co n lí q u i d o de ce n t e l l e o s e 
cu a n t i f i c o , la ra d i o a c t i v i d a d in c o r p o r a d a al in t e r i o r ce l u l a r m e d i a n t e la ut i l i z a c i ó n de un co n t a d o r 
de ce n t e l l e o lí q u i d o . La rad i a c t i v i d a d es p e c í f i c a de la 2- d e s o x i -D-glu c o s a , de t e r m i n a d a en el 
m e d i o de in c u b a c i ó n , fu e ut i l i z a d a pa r a la re a l i z a c i ó n de l o s cá l c u l o s . 
 
   
3 . 2 . 1 0 Análi s i s es t a d í s t i c o 
 
Los re s u l t a d o s se pr e s e n t a n co m o m e d i a s ± err o r es t á n d a r de la m e d i a de , co m o 
m ín i m o , tr e s ex p e r i m e n t o s i n d e p e n d i e n t e s . El aná l i s i s es t a d í s t i c o se re a l i z ó m e d i a n t e el 
an á l i s i s de va r i a n z a (ANOVA) seg u i d o de l te s t Tuke y , Los va l o r e s se co n s i d e r a r o n 
si g n i f i c a t i v o s cu a n d o p< 0 , 0 5 . 
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4.1 Estu d i o de la re l a c i ó n en t r e la co n e x i n a 4 3 y la ca p t a c i ó n de glu c o s a de lo s 
 ast r o c i t o s en la gl i o s i s re a c t i v a  pr o v o c a d a po r un a le s i ó n ce r e b r a l . 
 
 Los as t r o c i t o s se en c u e n t r a n am p l i a m e n t e co m u n i c a d o s a tr a v é s de ca n a l e s 
in t e r m e m b r a n a s co n o c i d o s co m o un i o n e s co m u n i c a n t e s (v é a s e Intr o d u c c i ó n ) (Mugna i n i , 19 8 6 , 
Ya m a m o t o et al . , 19 9 0 a , Bi n m o e l l e r an d Mulle r , 19 9 2 ) . Estos ca n a l e s in t e r c e l u l a r e s pe r m i t e n el 
pa s o de un a cé l u l a a ot r a de io n e s y m o l é c u l a s pe q u e ñ a s , co m o se g u n d o s m e n s a j e r o s y 
di f e r e n t e s m e t a b o l i t o s (Sáez et al . , 19 8 9 , Taber n e r o et al . , 19 9 6 ) (p a r a re v i s i ó n , ve r : 
(Loew e n s t e i n , 19 8 7 , Ku m a r an d Gilul a , 19 9 6 , Giaum e et al . , 19 9 7 ) . La per m e a b i l i d a d de la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s es un pr o c e s o qu e se en c u e n t r a re g u l a d o po r di f e r e n t e s fa c t o r e s 
fi s i o l ó g i c o s (p a r a re v i s i ó n , ve r : (Giau m e an d Ve n a n c e , 19 9 5 , Roua c h et al . , 20 0 2 ) . Estud i o s 
pr e v i o s ha n de m o s t r a d o qu e la s un i o n e s co m u n i c a n t e s  de lo s as t r o c i t o s pe r m i t e n el pa s o de 
gl u c o s a (Tabe r n e r o et al . , 19 9 6 , T abe r n e r o et al . , 20 0 6 ) , su g i r i e n d o  qu e lo s as t r o c i t o s pu e d e n 
op e r a r co m o un a re d de co m u n i c a c i ó n (Roua c h et  al . , 20 0 8 ) . Adem á s , lo s in h i b i d o r e s de la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s en s a y a d o s ha s t a el m o m e n t o , co m o ET-1 y CBX , pro m u e v e n un 
au m e n t o , rá p i d o y si g n i f i c a t i v o , en la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a as í co m o de la s 
pr o t e í n a s im p l i c a d a s en es t e pr o c e s o (Tabe r n e r o et al . , 20 0 6 , He r r e r o -Gon za l e z et al . , 20 0 9 ) . 
Esto su g i e r e qu e la pe r m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s fo r m a d a s po r Cx43, iso f o r m a 
pr e d o m i n a n t e en lo s as t r o c i t o s (Giaum e et al . , 19 9 1 , Giaum e an d Th ei s , 20 1 0 ) , pu e d e 
de s e m p e ñ a r un pa p e l im p o r t a n t e en la re g u l a c i ó n de la ut i l i z a c i ó n de  gl u c o s a po r lo s as t r o c i t o s . 
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 Al pro d u c i r s e un a le s i ó n ce r e b r a l , la s cé l u l a s gl i a l e s su f r e n un pr o c e s o re a c t i v o qu e 
af e c t a en t r e ot r o s a lo s as t r o c i t o s . Este pr o c e s o se de n o m i n a “g l i o s i s re a c t i v a ” y pr o v o c a la 
li b e r a c i ó n de un a gr a n ca n t i d a d de fa c t o r e s de cr e c i m i e n t o , ci t o q u i n a s y ne u r o p é p t i d o s co m o la 
en d o t e l i n a - 1 (ET-1) (J i a n g et al . , 19 93, Zha n g et al . , 19 94, Has s e l b l a t t et al . , 20 0 1 ) . 
Reci e n t e m e n t e se ha de m o s t r a d o q u e en el m o d e l o de le s i ó n ce r e b r a l pr o v o c a d o po r la 
in y e c c i ó n de ác i d o ka í n i c o se pr o d u c e un a fu e r t e  gl i o s i s re a c t i v a , ca r a c t e r i z a d a en lo s 
as t r o c i t o s po r el au m e n t o de la ex p r e s i ó n de la pr o t e í n a fi b r i l a r ác i d a de la glí a (GFAP) y la 
pé r d i d a de la ex p r e s i ó n de la Cx 43 (Kou l a k o f f et al . , 20 0 8 ) .  
 
 Por ell o , de c i d i m o s in v e s t i g a r si en es t e m o d e l o “i n vi v o ” , en el qu e lo s as t r o c i t o s 
pi e r d e n la ex p r e s i ó n de la Cx43 com o co n s e c u e n c i a  de la le s i ó n ce r e b r a l , se pr o d u c e un 
au m e n t o de la ex p r e s i ó n de la s pr o t e í n a s re s p o n s a b l e s de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a co m o 
GLUT-1, GLUT-3 y Hex o q u i n a s a 2 (H x - 2 ) , co m o ha b í a ob s e r v a d o co n el tr a t a m i e n t o de ET-1 
en lo s as t r o c i t o s en cu l t i v o (S ánc h e z -Alva r e z et al . , 20 04). 
 
Para el l o , a ra t o n e s de 6 se m a n a s de vi d a po s t n a t a l se le s in y e c t ó in t r a c r a n e a l m e n t e 
PBS com o co n t r o l o ác i d o ka í n i c o (1 m g / mL), m e d i a n t e es t e r e o t a x i s en la s co o r d e n a d a s : -1 m m 
an t e r o p o s t e r i o r , 1, 5 m m m e d i o l a t e r a l y 0, 6 m m do r s o v e n t r a l de l br e g m a , ta l y co m o se de s c r i b e 
en Mater i a l y Métod o s . Los ra t o n e s se sa c r i f i c a r o n un a se m a n a de s p u é s de la in y e c c i ó n . Se 
ext r a j o el ce r e b r o , se co n g e l ó en is o p e n t a n o a -30ºC y se hi c i e r o n co r t e s co r o n a l e s de 20 m m 
co n el cr i o s t a t o pa r a an a l i z a r la  ex p r e s i o n de Cx43  tal y co m o se de s c r i b e en m a t e r i a l e s y 
m é t o d o s . 
 
La fig u r a 1 mu e s t r a la fu e r t e gli o s i s pro d u c i d a po r la in y e c c i ó n de PBS y aú n ma s co n 
ác i d o ka í n i c o , ca r a c t e r i z a d a po r un a al t a ex p r e s i ó n de GFAP, al m is m o ti e m p o qu e se pr o d u j o 
un a fu e r t e di s m i n u c i ó n de la Cx43 en lo s as t r o c i t o s re a c t i v o s . Se pue d e ob s e r v a r qu e la zo n a 
de gl i o s i s co i n c i d e co n la zo n a de la pé r d i d a de ex p r e s i ó n de la Cx43. Esta pé r d i d a de Cx43 no 
se pr o d u j o cu a n d o la in y e c c i ó n se re a l i z ó co n PBS. 
 
Cuand o se an a l i z ó la vi a b i l i d a d de la s ne u r o n a s en es t a s co n d i c i o n e s , m e d i a n t e m a r c a j e 
co n NeuN, se ob s e r v ó qu e la s in y e c c i o n e s de ác i d o ka í n i c o re d u c í a n co n s i d e r a b l e m e n t e la 
po b l a c i ó n ne u r o n a l , fe n ó m e n o qu e no se ob s e r v ó co n la in y e c c i ó n de PBS (Fig . 1) .   
 
 
4.1 . 1  Estud i o de la pr e s e n c i a de ET-1 tr a s la gl i o s i s re a c t i v a pr o v o c a d a po r un a  
 les i ó n ce r e b r a l . 
 
 La ET-1 es un pé p t i d o en d ó g e n o qu e se li b e r a en re s p u e s t a a di f e r e n t e s es t í m u l o s 
(J i a n g et al . , 19 93, Zha n g et al . , 19 94, Has s e l b l a t t et al . , 20 0 1 ) .  Por ell o , es t u d i a m o s su 
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p r e s e n c i a en la zo n a de la le s i ó n ce r e b r a l pro v o c a d a po r PBS y ác id o ka í n i c o . Este pé p t i d o es 
de es p e c i a l in t e r é s pa r a nu e s t r o s es t u d i o s ya qu e in h i b e la s un i o n e s co m u n i c a n t e s (B l o m s t r a n d 
et al . , 20 04), di s m i n u y e la ex p r e s i ó n de la Cx 43 y aum e n t a la ca p t a c i ó n de gl u c o s a y la 
ex p r e s i ó n de la s pr o t e í n a s re s p o n s a b l e s en as t r o c i t o s en cu l t i v o (Sánc h e z -Alva r e z et al. , 20 04).  
  
 Para es t u d i a r la pr e s e n c i a de ET-1, se ut i l i z a r o n ra t o n e s tr a n s g é n i c o s de 6 se m a n a s de 
vi d a po s t n a t a l qu e ex p r e s a b a n la pr o t e í n a ve r d e fl u o r e s c e n t e (GFP) bajo el pr o m o t o r de la 
GFAP, de es t a m a n e r a lo s as t r o c i t o s m u y re a c t i v o s pr e s e n t a n fl u o r e s c e n c i a ve r d e po r el 
au m e n t o de ex p r e s i ó n de GFAP .  A esto s ra t o n e s se le s in y e c t ó in t r a c r a n e a l m e n t e PBS o ác id o 
ka í n i c o (1 m g / mL), m ed i a n t e es t e r e o t á x i s , ta l y co m o se de s c r i b e en Mater i a l y Métod o s . 
Desp u é s de un a se m a n a se pe r f u n d i e r o n co n pa r a f o r m a l d e h í d o al 4% (p/ v ) y se ex t r a j o el 
ce r e b r o pa r a de s p u é s an a l i z a r m e d i a n t e in m u n o h i s t o q u í m i c a , la pr e s e n c i a de ET-1. 
    
La fig u r a 2a - c m u e s t r a qu e en el he m i s f e r i o co n t r a l a t e r a l a la le s i ó n no se ob s e r v a r o n 
as t r o c i t o s re a c t i v o s (GFP+) ni pr e s e n c i a de l pé p t i d o ET-1. Por ot r o  la d o , en la fi g u r a 2d - e , se 
ob s e r v a qu e en el he m i s f e r i o le s i o n a d o co n PBS exis t e re a c t i v i d a d as t r o c í t i c a , ca r a c t e r i z a d a 
po r un au m e n t o de as t r o c i t o s GFP+. Adem á s se ob s e r v ó un au m e n t o de la pr e s e n c i a de ET-1. 
Tras la le s i ó n co n ác i d o ka í n i c o , ta m b i é n se ob s e r v a un au m e n t o de la re a c t i v i d a d as t r o c í t i c a y 
de la pr e s e n c i a de ET-1.  
 
4 . 1 . 2  Estu d i o de la ex p r e s i ó n de la s pr o t e í n a s im p l i c a d a s en la ca p t a c i ó n de   
 glu c o s a en as t r o c i t o s tr a s un a le s i ó n ce r e b r a l . 
 
El tra n s p o r t e de gl u c o s a ha c i a el  in t e r i o r de la s cé l u l a s es t á  m e d i a d o , fu n d a m e n t a l m e n t e , 
po r un a fa m i l i a de gl i c o p r o t e í n a s ho m ó l o g a s (GLUTs) aso c i a d a s a la m e m b r a n a , qu e 
tr a n s f i e r e n la gl u c o s a a tr a v é s de la bi c a p a  li p í d i c a m e d i a n t e un tr a n s p o r t e fa c i l i t a d o 
in d e p e n d i e n t e de en e r g í a .  Los m ie m b r o s de es t a fa m i l i a se di s t i n g u e n po r te n e r di s t r i b u c i ó n y 
pr o p i e d a d e s bi o q u í m i c a s di f e r e n t e s (p a r a re v i s i ó n , ve r : (B e l l et al . , 19 9 0 , Mueck l e r , 19 94, 
Van n u c c i et al . , 19 9 7 ) ) ;  vé a s e Intr o d u c c i ó n . 
 
Resul t a d o s an t e r i o r e s en nu e s t r o la b o r a t o r i o re a l i z a d o s en cu l t i v o de as t r o c i t o s co n 
in h i b i d o r e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , co m o la ET-1 o la CB X, ind i c a b a n qu e la in h i b i c i ó n de 
es t a s un i o n e s pr o m o v í a un a pe r d i d a de la ex p r e s i ó n de la Cx43 y un au m e n t o de la ex p r e s i ó n 
de lo s tr a n s p o r t a d o r e s de gl u c o s a GLUT-1 y GLUT-3. Por el l o , de c i d i m o s es t u d i a r la ex p r e s i ó n 
de es t a s pr o t e í n a s tr a s la le s i ó n en el có r t e x ce r e b r a l de ra t ó n co n ác i d o ka í n i c o , qu e cu r s a co n 
la di s m i n u c i ó n de la Cx43 y el au m e n t o de la ET-1. 
 
Para es t o s es t u d i o s , se ut i l i z a r o n ra t o n e s tr a n s g é n i c o s de 6 se m a n a s de vi d a po s t n a t a l 
qu e ex p r e s a b a n la pr o t e í n a ve r d e fl u o r e s c e n t e (GFP) bajo el pr o m o t o r de la GFAP. A est o s 
ra t o n e s se le s in y e c t ó in t r a c r a n e a l m e n t e PBS o ác id o ka í n i c o (1 m g / mL), me d i a n t e es t e r e o t a x i s 
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e n la s co o r d e n a d a s : -1 m m an t e r o p o s t e r i o r , 1, 5 m m m e d i o l a t e r a l y 0, 6 m m do r s o v e n t r a l de l 
br e g m a , ta l y co m o se de s c r i b e en Mater i a l y Métod o s . Desp u é s de un a se m a n a se 
pe r f u n d i e r o n co n pa r a f o r m a l d e h í d o al 4% (p/ v ) y se ex t r a j o el  ce r e b r o . El cer e b r o se fi jó de 
nu e v o co n pa r a f o r m a l d e h í d o al 4% (p/ v ) du r a n t e 1 h y a co n t i n u a c i ó n se in c u b a r o n en sa c a r o s a 
30% (p / v ) to d a la no c h e . Por últ i m o , lo s ce r e b r o s  se co n g e l a r o n en is o p e n t a n o a -2 5 ºC y se 
hi c i e r o n co r t e s co r o n a l e s de 40m m co n el m ic r o t o m o , pa r a  de s p u é s an a l i z a r m e d i a n t e 
in m u n o h i s t o q u í m i c a la s di f e r e n t e s pr o t e í n a s . 
 
 En la fi g u r a 3 se pu e d e ob s e r v a r co m o tr a s  la le s i ó n pr o d u c i d a po r ác i d o ka í n i c o , 
oc u r r e un a fu e r t e gl i o s i s en la zo n a af e c t a d a , ca r a c t e r i z a d a po r u n a al t a fl u o r e s c e n c i a de GFP. 
Nuest r o s re s u l t a d o s in d i c a n qu e la le s i ó n no m o d i f i c o la ex p r e s i ó n de GLUT-1 com o m u e s t r a n 
la s im á g e n e s de in m u n o h i s t o q u í m i c a (F i g . 3 b y e) . De hec h o , GLUT-1 mu e s t r a un pa t r ó n 
si m i l a r al ob t e n i d o co n el an t i c u e r p o PCAM, mar c a d o r es p e c i f i c o de va s o s sa n g u í n e o s . 
  
 A con t i n u a c i ó n an a l i z a m o s la ex p r e s i ó n de GLUT-3, un tr a n s p o r t a d o r de gl u c o s a qu e no 
se ex p r e s a en co n d i c i o n e s no r m a l e s en as t r o c i t o s . Esta is o f o r m a es t á pr e s e n t e en cé l u l a s co n 
al t a ca p a c i d a d gl u c o l í t i c a , co m o lo s tu m o r e s y, m á s co n c r e t a m e n t e , lo s gl i o m a s (Y a m a m o t o et 
al . , 19 9 0 b , Nishi o k a et al . , 19 9 2 , Bo a d o et al . , 19 94, Nagam a t s u et al . , 19 9 6 , Yo u n e s et al . , 
19 9 6 , 19 9 7 , Samih et al . , 20 03). Adem á s pu e d e in d u c i r s e en re s p u e s t a a de t e r m i n a d o s 
es t í m u l o s (Nagam a t s u et al . , 19 93,  Cidad et al . , 20 0 1 ) in c l u i d o el  tr a t a m i e n t o co n in h i b i d o r e s de 
la s un i o n e s co m u n i c a n t e s co m o la ET-1 (Sánc h e z -Alva r e z et al . , 20 04). En la fi g u r a 4 se 
ob s e r v a co m o la le s i ó n pr o d u c i d a co n PBS y en ma y o r me d i d a co n ác i d o ka í n i c o , pr o m u e v e 
un a gl i o s i s en la zo n a af e c t a d a se c u n d a d a en el ca s o de l ác i d o ka í n i c o , po r un au m e n t o en la 
ex p r e s i ó n de GLUT-3. GLUT-3 se ex p r e s a en lo s as t r o c i t o s re a c t i v o s , a ju z g a r po r la 
co l o c a l i z a c i ó n de lo s m a r c a j e s de GFP y GLUT-3 (F i g . 4f). De hec h o , la fi g u r a 5 m u e s t r a qu e 
en lo s ra t o n e s le s i o n a d o s co n  PBS, la ex p r e s i ó n de GLUT-3 se lo c a l i z a , en t r e otr a s cé l u l a s en 
la s ne u r o n a s a ju z g a r po r la co l o c a l i z a c i ó n co n el  m a r c a d o r ne u r o n a l (NeuN). Adem á s , no se 
ob s e r v a ex p r e s i ó n de GLUT-3 en lo s as t r o c i t o s re a c t i v o s (GFP+). Mient r a s qu e en lo s ra t o n e s 
le s i o n a d o s co n ác i d o ka í n i c o , GLUT-3 col o c a l i z a co n lo s as t r o c i t o s re a c t i v o s (GFP+) pe r o no 
co n la s ne u r o n a s au s e n t e s co m o co n s e c u e n c i a de la le s i ó n pr o v o c a d a co n ác i d o ka í n i c o . 
  
 Uno de lo s ef e c t o s de la ET-1 en lo s as t r o c i t o s  es la in d u c c i ó n de la he x o q u i n a s a tip o II 
(Sánc h e z -Alva r e z et al . , 20 04),  una is o f o r m a qu e no  se ex p r e s a en co n d i c i o n e s no r m a l e s en el 
as t r o c i t o y pu e d e co n t r i b u i r al in c r e m e n t o en la ca p t a c i ó n de gl u c o s a . Por ell o , de c i d i m o s 
an a l i z a r la ex p r e s i ó n de es t a is o f o r m a en lo s as t r o c i t o s tr a s la le s i ó n co n ác i d o ka í n i c o . 
 
  En la fi g u r a 6 se ob s e r v a co m o tr a s la le s i ó n pr o d u c i d a po r ác i d o ka í n i c o pe r o no co n 
PBS, la gl i o s i s es t a ac o m p a ñ a d a po r un au m e n t o en  la ex p r e s i ó n de Hx - 2 . En la fi g u r a 7c se 
ob s e r v a co m o co n la in y e c c i ó n de PBS la Hx - 2 co l o c a l i z a co n el ma r c a d o r ne u r o n a l NeuN pero 
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n o co n lo s as t r o c i t o s re a c t i v o s .  Sin em b a r g o en lo s ra t o n e s da ñ a d o s co n ác i d o ka í n i c o , la Hx - 2 
se lo c a l i z a fu n d a m e n t a l m e n t e en lo s as t r o c i t o s  re a c t i v o s m a r c a d o s co n GFP+ (Fi g . 7l ) . 
 
 
4 . 2   Efec t o de la pé r d i d a de la Co n e x i n a 4 3 y de su fu n c i o n a l i d a d en la ca p t a c i ó n de 
 glu c o s a en as t r o c i t o s . 
 
 Tal y co m o se ha de s c r i t o en la in t r o d u c c i ó n , ex i s t e un a es t r e c h a re l a c i ó n en t r e la 
co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s y la ca p t a c i ó n de gl u c o s a en 
as t r o c i t o s . Por ell o no s pr o p u s i m o s in v e s t i g a r la re l a c i ó n en t r e la pr o t e í n a qu e fo r m a la s 
un i o n e s co m u n i c a n t e s , la co n e x i n a 43 (Cx43), co n la ca p t a c i ó n de gl u c o s a en as t r o c i t o s , as í 
co m o de la s pr o t e í n a s re s p o n s a b l e s de es t e pr o c e s o . Para el l o , si l e n c i a m o s la ex p r e s i ó n de 
C43 med i a n t e siRNA en as t r o c i t o s en cu l t i v o .  
 
 
4 . 2 . 1 .  Pu e s t a a pu n t o de l sil e n c i a m i e n t o de la co n e x i n a 43 en as t r o c i t o s 
 
Para sil e n c i a r la Cx43, los as t r o c i t o s se tr a n s f e c t a r o n co n un siRNA espe c í f i c o pa r a la 
Cx43 (Cx43-siRNA) o co n un siRNA si n di a n a (NT-siRNA), tal y co m o  se de s c r i b e en Mater i a l y 
Métod o s . La fig u r a 8 m u e s t r a qu e ,  pa s a d a s 72 ho r a s de s d e la tr a n s f e c c i ó n co n Cx43-siRNA, el 
ni v e l de ex p r e s i ó n de la Cx43 dis m i n u y ó un 80 % , co m p a r a d o co n el ni v e l de la Cx43 que 
m u e s t r a n lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-si RNA y 95% co n lo s as t r o c i t o s si n tr a n s f e c t a r . 
 
Una ve z si l e n c i a d a la Cx43, se de t e r m i n ó el ef e c t o de la pé r d i d a de la Cx43 sob r e la 
co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r de lo s as t r o c i t o s (F i g . 9) . Para el l o , se em p l e ó la té c n i c a co n o c i d a 
co m o “s c r a p e lo a d i n g ” qu e pe r m i t e de t e r m i n a r el gr a d o de co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r a tr a v é s 
de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s . Post e r i o r m e n t e , la s cé l u l a s se ob s e r v a r o n en un m ic r o s c o p i o de 
fl u o r e s c e n c i a pr o v i s t o de lo s fi l t r o s ad e c u a d o s . Conse c u e n t e m e n t e co n la re d u c c i ó n de la 
ex p r e s i ó n de la Cx43, la pe r m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s  s e re d u j o en lo s as t r o c i t o s 
si l e n c i a d o s co n Cx43-siRNA. En la fi g u r a 9a se  ob s e r v a qu e en lo s as t r o c i t o s co n t r o l y NT-
siRNA, el am a r i l l o de Luci f e r di f u n d i ó de la pr i m e r a fi l a de cé l u l a s a la s si g u i e n t e s , m ie n t r a s qu e 
en lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n Cx43-siRNA, el am a r i l l o de Luci f e r no fu e ca p a z de pa s a r 
de la pr i m e r a fi l a de cé l u l a s . De hec h o , la fi g u r a 9b m u e s t r a la cu a n t i f i c a c i ó n de es t o s 
re s u l t a d o s y se pu e d e co m p r o b a r qu e la di s m i n u c i ó n de la pe r m e a b i l i d a d de lo s as t r o c i t o s 
tr a n s f e c t a d o s co n Cx43-siRNA se re d u j o en to r n o al 80 % co n re s p e c t o a la si t u a c i ó n co n t r o l y 
un 95 % co n re s p e c t o a lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-siRNA. 
 
 
4 . 2 . 2 .  Efec t o de l sil e n c i a m i e n t o de la co n e x i n a 43 so b r e la ve l o c i d a d de    
  cap t a c i ó n de gl u c o s a en as t r o c i t o s . 
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 En tra b a j o s pr e v i o s de nu e s t r o la b o r a t o r i o se  co m p r o b ó qu e el ci e r r e de la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s pr o v o c a un au m e n t o rá p i d o en la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a (Tabe r n e r o 
et al . , 19 9 6 , Taber n e r o et al . , 20 0 1 ) . Teni e n d o en cu e n t a es t o s an t e c e d e n t e s , no s pr o p u s i m o s 
es t u d i a r el ef e c t o de l si l e n c i a m i e n t o de la Cx43 sob r e la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a .  
 
 Para el l o , lo s as t r o c i t o s de 21 DIV se tr a n s f e c t a r o n co n Cx43-siRNA o co n NT-siRNA. A 
con t i n u a c i ó n , la s cé l u l a s se in c u b a r o n co n DMEM que co n t e n í a 2 - d e s o x i -D[1- 14 C]glu c o s a (0 , 1 5 
Ci; 750 dp m / p m o l ) , du r a n t e 30 min u t o s . Tran s c u r r i d o el ti e m p o de in c u b a c i ó n , la 
de t e r m i n a c i ó n de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a se re a l i z ó ta l y co m o se de s c r i b e en Mater i a l y 
Métod o s . 
 
 La fig u r a 10 , m u e s t r a qu e no ex i s t e n di f e r e n c i a s si g n i f i c a t i c a s en t r e la ve l o c i d a d de la 
ca p t a c i ó n de gl u c o s a de l gr u p o co n t r o l y lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-siRNA. Sin 
em b a r g o , la tr a n s f e c i ó n co n Cx43 -siRNA prod u j o un au m e n t o si g n i f i c a t i v o de un 35% en la 
ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a .  
 
 
4 . 2 . 3 .  Efect o de l si l e n c i a m i e n t o de la c o n e x i n a 43 so b r e la ex p r e s i ó n de la s   
 pro t e í n a s im p l i c a d a s en la ca p t a c i ó n de glu c o s a . 
 
 El GLUT-1 es el m á s ab u n d a n t e de la s is o f o r m a s de l tr a n s p o r t a d o r de gl u c o s a qu e se 
co n o c e n ha s t a el m o m e n t o . Adem á s , es la is o f o r m a re s p o n s a b l e de l tr a n s p o r t e de gl u c o s a en 
lo s as t r o c i t o s (Maher , 19 9 5 ) (p a r a re v i s i ó n , ve r : (Maher et  al . , 19 94, Van n u c c i et al . , 19 9 7 ) ) . Por 
el l o , se in v e s t i g ó si GLUT-1 es t a r í a im p l i c a d o en el au m e n t o de la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de 
gl u c o s a en lo s as t r o c i t o s co n la Cx43 sil e n c i a d a .  
 
 Para el l o , lo s as t r o c i t o s de 21 DIV se tr a n s f e c t a r o n co n Cx43-siRNA o co n NT-siRNA. A 
las 72 h de s p u é s de la tr a n s f e c i ó n se ex t r a j e r o n la s pr o t e í n a s ta l y co m o se  de s c r i b e en Mater i a l 
y Métod o s . Poste r i o r m e n t e , se an a l i z ó la ex p r e s i ó n de GLUT-1 por W e s t e r n Bl o t . Nuest r o s 
re s u l t a d o s m u e s t r a n qu e la pe r d i d a de Cx43 en lo s as t r o c i t o s pr o m u e v e un au m e n t o 
si g n i f i c a t i v o de ap r o x i m a d a m e n t e un 70 % de la ex p r e s i ó n de GLUT-1 (fi g u r a 11 a ) . 
 
 Aunqu e GLUT-1 es el pr i n c i p a l tr a n s p o r t a d o r de gl u c o s a en lo s as t r o c i t o s (Maher , 19 9 5 ) 
(p a r a re v i s i ó n , ve r : (M aher et al . , 19 94, Van n u c c i et al . , 19 9 7 ) ) , en re s p u e s t a a de t e r m i n a d o s 
es t í m u l o s se pu e d e n in d u c i r ot r a s is o f o r m a s , co m o GLUT-3 (Nagam a t s u et al . , 19 93, Cidad et 
al . , 20 0 1 , Sánch e z -Alva r e z et al . , 20 04). Por ta n t o , no s pr o p u s i m o s es t u d i a r la po s i b l e 
pa r t i c i p a c i ó n de es t a is o f o r m a en el au m e n t o de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a , ca u s a d o po r la 
pe r d i d a de la Cx43 en as t r o c i t o s . 
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 Para el l o , lo s as t r o c i t o s de 21 DIV se tr a n s f e c t a r o n co n Cx43-siRNA o co n NT-siRNA. A 
las 72 h de s p u é s de la tr a n s f e c c i ó n se ex t r a j o el RNA tal y co m o se de s c r i b e en Mater i a l y 
Métod o s . Poste r i o r m e n t e , se an a l i z ó la ex p r e s i ó n de RNA men s a j e r o de GLUT-3 por PCR 
cuan t i t a t i v a . Nuest r o s re s u l t a d o s m u e s t r a n qu e la  pe r d i d a de Cx43 en lo s as t r o c i t o s pr o m u e v e 
un au m e n t o de l mRNA de GLUT-3 de ap r o x i m a d a m e n t e un 45% (f i g u r a 11 b ) . 
 
 La cap t a c i ó n de 2- d e s o x i g l u c o s a (2 -DG-glu c o s a ) no só l o im p l i c a el tr a n s p o r t e ha c i a el 
in t e r i o r de la cé l u l a , in c l u y e ta m b i é n el pr i m e r pa s o de su m e t a b o l i s m o , es de c i r , la fo s f o r i l a c i ó n 
de la gl u c o s a en el ca r b o n o 6 pa r a fo r m a r 2- d e o x i g l u c o s a - 6 - f o s f a t o , re a c c i ó n qu e es ca t a l i z a d a 
po r la he x o q u i n a s a (p a r a re v i s i ó n ve r : (W i l s o n , 19 9 5 , 20 03). En los as t r o c i t o s la is o f o r m a 
pr e d o m i n a n t e es la He x o q u i n a s a 1 (H x - 1 ) . Por ta n t o , no s pr o p u s i m o s es t u d i a r la po s i b l e 
im p l i c a c i ó n de es t a en z i m a en el au m e n t o de la  ca p t a c i ó n de gl u c o s a ob s e r v a d o po r la pe r d i d a 
de la Cx43 en lo s as t r o c i t o s . 
 
 Para el l o , lo s as t r o c i t o s de 21 DIV se tr a n s f e c t a r o n co n Cx43-si RNA o co n NT-siRNA. A 
las 72 h de s p u é s de la tr a n s f e c c i ó n se ex t r a j e r o n la s pr o t e í n a s ta l y co m o se de s c r i b e en 
Mater i a l y Métod o s . Poste r i o r m e n t e , an a l i z ó la  ex p r e s i ó n de Hx - 1 . Nuest r o s re s u l t a d o s 
m u e s t r a n qu e la pe r d i d a de Cx43 en lo s as t r o c i t o s  pr o m u e v e un au m e n t o de la ex p r e s i ó n de 
Hx - 1 ce r c a n o al 30% (f i g u r a 11 c ) . 
 
 Los in h i b i d o r e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s co m o la ET-1 pr o m u e v e n el au m e n t o de 
Hx - 1 y ad e m á s in d u c e n la ex p r e s i ó n de un a is o f o r m a ca r a c t e r í s t i c a de l fe n o t i p o tu m o r a l co m o 
la Hx - 2 (Pede r s e n , 19 7 8 ) (p a r a re v i s i ó n ve r : (Smit h , 20 0 0 , Peder s e n et al . , 20 0 2 , Sánch e z -
Alva r e z et al . , 20 04, Her r e r o -Gonz a l e z et al . , 20 0 9 ) . Teni e n d o en  cu e n t a es t o s an t e c e d e n t e s , 
no s pr o p u s i m o s es t u d i a r si pe r d i d a de Cx43 en as t r o c i t o s in d u c e la ex p r e s i ó n de la 
he x o q u i n a s a ti p o 2 (H x - 2 ) . 
  
 Para el l o , si g u i e n d o el m is m o pr o t o c o l o de s c r i t o an t e r i o r m e n t e , se an a l i z ó la ex p r e s i ó n 
de Hx - 2 po r W e s t e r n Bl o t . Nuest r o s re s u l t a d o s m u e s t r a n qu e la pe r d i d a de Cx43 dup l i c a la 
ex p r e s i ó n de Hx - 2 en as t r o c i t o s (f i g u r a 11 d ) . 
 
 
4 . 3  Estu d i o de la pa r t i c i p a c i ó n de la co n e x i n a 4 3 en el efe c t o de lo s in h i b i d o r e s de la s 
 un i o n e s co m u n i c a n t e s so b r e la ca p t a c i ó n de glu c o s a . 
 
Estud i o s pr e v i o s de l la b o r a t o r i o de m o s t r a r o n qu e lo s in h i b i d o r e s de la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s pr o m u e v e n un au m e n t o de la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a en as t r o c i t o s 
ca r a c t e r i z a d o po r un in c r e m e n t o de la ex p r e s i ó n de GLUT-1, GLUT-3, Hx- 1 y Hx - 2 (Sánc h e z -
Alva r e z et al . , 20 04). Sin em b a r g o , po r el m o m e n t o se de s c o n o c í a si es t o s ef e c t o s er a n 
de b i d o s a la in h i b i c i ó n de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s o a ot r o s ef e c t o s pr o v o c a d o s po r es t o s 
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i n h i b i d o r e s en la cé l u l a . Por ell o , qu i s i m o s co n o c e r  el ef e c t o de lo s in h i b i d o r e s de la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s en as t r o c i t o s si n co m u n i c a c i ó n a tr a v é s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s . 
 
Para es t e es t u d i o ut i l i z a m o s la en d o t e l i n a - 1  (ET-1) y la ca r b e n o x o l o n a (CBX). La ET-1 
es un pé p t i d o en d ó g e n o , m ie n t r a s qu e la CBX es un co m p u e s t o de sí n t e s i s . Tien e n un a 
es t r u c t u r a y un m e c a n i s m o de ac c i ó n di f e r e n t e s y am b o s so n am p l i a m e n t e ut i l i z a d o s co m o 
in h i b i d o r e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s (v e r Intr o d u c c i ó n , ap a r t a d o 1. 2 .4). La ET-1 tie n e 
es p e c i a l re l e v a n c i a ya qu e su se c r e c i ó n au m e n t a en di f e r e n t e s pa t o l o g í a s , ta l e s co m o en lo s 
tu m o r e s as t r o c í t i c o s (Stile s et al . , 19 9 7 ) y le s i o n e s ce r e b r a l e s co m o la pr o d u c i d a po r el ác i d o 
ka í n i c o (F i g . 2) . Por tan t o , pa r a co n o c e r la pa r t i c i p a c i ó n de la Cx43 en el au m e n t o de ve l o c i d a d 
de ca p t a c i ó n de gl u c o s a pr o m o v i d o po r lo s in h i b i d o r e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , de c i d i m o s 
es t u d i a r el ef e c t o de la ET-1 y la CBX en lo s as t r o c i t o s co n la Cx43 sil e n c i a d a . 
 
4 . 3 . 1 .  Efec t o de la en d o t e l i n a - 1 y la ca r b e n o x o l o n a so b r e la ex p r e s i ó n de la 
 co n e x i n a 43 y la co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r en lo s as t r o c i t o s co n la 
 co n e x i n a 43 sil e n c i a d a . 
 
Para es t e es t u d i o , lo s as t r o c i t o s se tr a n s f e c t a r o n co n el siRNA de la Cx43 (Cx43-siRNA) 
o co n un siRNA sin di a n a (NT-siRNA),  tal y co m o se de s c r i b e en Ma ter i a l y Métod o s . Debid o a 
qu e a la s 48 h de s p u é s de la tr a n s f e c c i ó n co n siRNA la di s m i n u c i ó n de la ex p r e s i ó n de la Cx43 
ya es el e v a d a (F i g . 12 ) , de c i d i m o s  in i c i a r lo s tr a t a m i e n t o s en es t e m o m e n t o . Así, 48 h des p u é s 
de la tr a n s f e c c i ó n co n lo s siRNAs,  los as t r o c i t o s se in c u b a r o n en au s e n c i a (Cont r o l , C) o en 
pr e s e n c i a de 0, 1 μM de ET-1 ó 50 μM de CBX dur a n t e 24 h. En est e m o m e n t o la s cé l u l a s se 
pr o c e s a r o n pa r a lo s di s t i n t o s es t u d i o s . 
 
El Wes t e r n bl o t de la Cx43 (Fi g . 12 a ) m u e s t r a qu e , en lo s as t r o c i t o s co n t r o l y lo s 
tr a n s f e c t a d o s co n NT-siRNA, la ET-1 y la CXB red u j e r o n la ex p r e s i ó n de la Cx43 en un 75 % . El 
sil e n c i a m i e n t o de la Cx43 red u j o lo s ni v e l e s de la  Cx43 en m a s de un 90 % , y po r ta n t o la ET-1 
y CBX no pu d i e r o n re d u c i r m a s la ex p r e s i ó n de la Cx43, en es t a s ci r c u n s t a n c i a s . 
 
En la  fig u r a 12 b se ob s e r v a qu e en lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-siRNA, el 
am a r i l l o de Luci f e r di f u n d i ó de la  pr i m e r a fi l a de cé l u l a s a la s si g u i e n t e s , m ie n t r a s qu e co n lo s 
tr a t a m i e n t o s co n ET-1 y CBX, el am a r i l l o de Luc i f e r qu e d ó re s t r i n g i d o a la pr i m e r a fi l a de 
cé l u l a s . in d i c a n d o qu e la pe r m e a b i l i d a d de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s se ha b í a in h i b i d o . Por 
ot r o la d o se ob s e r v a qu e en lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n Cx43-siRNA, el am a r i l l o de Luci f e r 
no fu e ca p a z de di f u n d i r de s d e la  pr i m e r a fi l a de cé l u l a s en ni n g u n a de la s co n d i c i o n e s 
ex p e r i m e n t a l e s , in d i c a n d o la au s e n c i a de un a co m u n i c a c i ó n in t e r c e l u l a r a tr a v e s de la s un i o n e s 
co m u n i c a n t e s en es t a s ci r c u n s t a n c i a s . 
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4 . 3 . 2 .  Efec t o de la en d o t e l i n a - 1 y la ca r b e n o x o l o n a so b r e la ca p t a c i ó n de 
 gl u c o s a en lo s as t r o c i t o s co n la co n e x i n a 43 si l e n c i a d a . 
 
 Para es t u d i a r el ef e c t o de la CBX y ET-1 s o b r e la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a , en 
as t r o c i t o s qu e tu v i e r a n la Cx43 sil e n c i a d a , lo s as t r o c i t o s se tr a n s f e c t a r o n co n Cx43-siRNA o 
con NT-siRNA, tal y co m o se de s c r i b e en Ma ter i a l y Métod o s . A las 48 h de s p u é s de la 
tr a n s f e c c i ó n co n siRNAs, los as t r o c i t o s se in c u b a r o n en au s e n c i a (Cont r o l , C) o en pr e s e n c i a 
de 0, 1 μM de ET-1 ó 50 μM de CBX dur a n t e 24 h. A con t i n u a c i ó n , la s cé l u l a s se in c u b a r o n co n 
DMEM que co n t e n í a 2- d e s o x i -D[1- 14 C]glu c o s a (0 , 1 5 Ci; 750 dp m / p m o l ) , du r a n t e 30 min u t o s . 
Tran s c u r r i d o el ti e m p o de in c u b a c i ó n ,  la de t e r m i n a c i ó n de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a se re a l i z ó ta l 
y co m o se de s c r i b e en Mater i a l y Métod o s . 
 
 Los re s u l t a d o s ob t e n i d o s (f i g u r a 13) ind i c a n qu e ta n t o la ET-1 co m o la CBX, pro m u e v e 
un au m e n t o en la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a de ap r o x i m a d a m e n t e un  38% y 40% 
re s p e c t i v a m e n t e , en lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-siRNA. Sin em b a r g o ni la ET-1, ni la 
CBX fue r o n ca p a c e s de au m e n t a r la ca p t a c i ó n de glu c o s a en lo s as t r o c i t o s co n la Cx43 
sil e n c i a d a cu a n d o se co m p a r a co n su co n t r o l .  
 
4 . 3 . 3 . Efec t o de la en d o t e l i n a - 1 y la ca r b e n o x o l o n a so b r e la s pr o t e í n a s im p l i c a d a s en la  
 cap t a c i ó n de gl u c o s a en lo s as t r o c i t o s co n la co n e x i n a 43 si l e n c i a d a . 
 
 Tanto lo s in h i b i d o r e s de la s un i o n e s co m u n i c a n t e s , co m o el si l e n c i a m i e n t o de la Cx43 
aum e n t a la ca p t a c i ó n de gl u c o s a de b i d o al in c r e m e n t o en la ex p r e s i ó n de GLUT-1, GLUT-3, 
Hx- 1 y Hx - 2 . Por ta n t o , de c i d i m o s  in v e s t i g a r si el au m e n t o de la ex p r e s i ó n de GLUT-1, GLUT-3, 
Hx- 1 y Hx - 2 pr o m o v i d o po r la ET-1 y la CBX est a b a n m e d i a d o s po r la Cx43. 
  
 Los as t r o c i t o s se tr a n s f e c t a r o n co n Cx43-s iRNA o con NT-siRNA, a la s 48 h de s p u é s de 
la tr a n s f e c c i ó n lo s as t r o c i t o s se in c u b a r o n en au s e n c i a (Cont r o l , C) o en pr e s e n c i a de 0, 1 μM 
de ET-1 ó 50 μM de CBX dur a n t e 24 h. Poste r i o r m e n t e  se ex t r a j e r o n la s pr o t e í n a s pa r a 
an a l i z a r l a s po r W e s t e r n Bl o t . 
 
 Nuest r o s re s u l t a d o s in d i c a n qu e en lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-siRNA y el 
tr a t a m i e n t o co n ET-1 y CBX aum e n t o la ex p r e s i ó n de GLUT-1 (F i g . 14a) un 50 % y un 70 % 
re s p e c t i v a m e n t e , la ex p r e s i ó n de GLUT-3 (Fi g . 14b) un 50 % y un 45% re s p e c t i v a m e n t e ,  la 
ex p r e s i ó n de Hx - 1 (F i g . 14c) un 20 % y un 30% re s p e c t i v a m e n t e , y la ex p r e s i ó n de Hx - 2 (F i g . 
14d) en un 85 % y un 90 % re s p e c t i v a m e n t e . 
 
 Sin em b a r g o , en lo s as t r o c i t o s co n la Cx43 sile n c i a d a , ni la ET-1 y ni la CBX fuer o n 
ca p a c e s de in c r e m e n t a r lo s ni v e l e s de ex p r e s i ó n de GLUT-1, GLUT-3, Hx- 1 y Hx - 2 , co m p a r a d o 
co n su co n t r o l (F i g . 14). 
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4 . 4 Estu d i o de la pa r t i c i p a c i ó n de HIF- 1 α  en el ef e c t o de la co n e x i n a 43 y la ET-1 
 so b r e la ca p t a c i ó n de glu c o s a . 
 
 Aunqu e lo s tr a b a j o s pr e v i o s de nu e s t r o la b o r a t o r i o m u e s t r a n , qu e la Cx43 y la ET-1 
mod i f i c a n la ca p t a c i ó n de gl u c o s a en as t r o c i t o s , se de s c o n o c e el m e c a n i s m o m o l e c u l a r 
im p l i c a d o . Dado qu e HIF- 1 α es un fa c t o r de tr a n s c r i p c i ó n re s p o n s a b l e de re g u l a r la ex p r e s i ó n 
de ge n e s im p l i c a d o s en la ca p t a c i ó n de gl u c o s a (V e r in t r o d u c c i ó n ) , qu i s i m o s av e r i g u a r si 
pa r t i c i p a b a en es t e pr o c e s o . Este fa c t o r de tr a n s c r i p c i ó n se ac t i v a en co n d i c i o n e s de hi p o x i a 
pa r a ad a p t a r a la cé l u l a a es t e nu e v o es t a d o , pe r o ta m b i é n pu e d e se r ac t i v a d o en co n d i c i o n e s 
de no r m o x i a en re s p u e s t a a di f e r e n t e s fa c t o r e s , po r eje m p l o di s t i n t o s on c o g e n e s (B l a n c h e r et 
al. ) .  
 
4 . 4 . 1  Efect o de l si l e n c i a m i e n t o de la co n e x i n a 43 so b r e la ex p r e s i ó n de HIF- 1 α  
  
 En pri m e r lu g a r qu i s i m o s co n o c e r si el si l e n c i a m i e n t o de la Cx43 mod i f i c a b a la 
ex p r e s i ó n de HIF- 1 α .  Para ell o , lo s as t r o c i t o s se tr a n s f e c t a r o n co n un  siRNA espe c í f i c o pa r a el 
si l e n c i a m i e n t o de la Cx43 (Cx43-siRNA) o co n un siRNA sin di a n a (NT-si RNA), tal y co m o se 
de s c r i b e en Mater i a l y Métod o s . La  fig u r a 15 m u e s t r a qu e , la ex p r e s i ó n de la Cx43 dis m i n u y ó 
un 30% al ca b o de 8h de la tr a n s f e c c i ó n co n Cx43-s iRNA y ent r e el 50 - 6 0 % a la s 24h y 48h. 
Los as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-siRNA mant u v i e r o n un ni v e l co n s t a n t e de ex p r e s i ó n de la 
Cx43 a lo la r g o de l ti e m p o en s a y a d o . 
 
 En est a s m is m a s ci r c u n s t a n c i a s se an a l i z ó el ni v e l de ex p r e s i ó n de HIF- 1 α p o r W e s t e r n 
Bl o t . Los re s u l t a d o s m u e s t r a n qu e a pa r t i r de la s 8h de la tr a n s f e c c i ó n co n Cx43-siRNA, el ni v e l 
de ex p r e s i ó n de HIF- 1 α aum e n t ó ap r o x i m a d a m e n t e un 65 % , y es t a ex p r e s i ó n se m a n t u v o 
du r a n t e al m e n o s 48h de s p u é s de la tr a n s f e c c i ó n co n Cx43-siRNA. (fi g u r a 16 ) . Mient r a s qu e 
lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-siRNA no m o d i f i c a r o n lo s ni v e l e s de  ex p r e s i ó n de HIF- 1 α a 
lo la r g o de l ti e m p o . 
 
 
4 . 4 . 2  Efect o de la ET-1 so b r e la ex p r e s i ó n de HIF -1 α  en as t r o c i t o s . 
 
 Con ob je t o de av e r i g u a r si la ET-1 mod i f i c a b a la ex p r e s i ó n de HIF- 1 α , lo s as t r o c i t o s se 
tr a t a r o n co n 0, 1 μM ET-1 y se an a l i z ó la ex p r e s i ó n de HIF- 1 α a dis t i n t o s ti e m p o s . 
 
 Los re s u l t a d o s ob t e n i d o s (F i g . 16 ) m u e s t r a n qu e el tr a t a m i e n t o co n ET-1 pr o m u e v e un 
au m e n t o de la ex p r e s i ó n de HIF- 1 α d e ap r o x i m a d a m e n t e un 90 % a la s 2h de tr a t a m i e n t o 
in c r e m e n t a n d o li g e r a m e n t e ha s t a la s 48h. Es te au m e n t o se ve ac o m p a ñ a d o de un a 
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d i s m i n u c i ó n en la ex p r e s i ó n de Cx43 que se re d u c e ap r o x i m a d a m e n t e un 60 % a la s 2h va l o r 
qu e se m a n t u v o ha s t a la s 48h. 
 
 
4 . 4 . 3  Efect o de l si l e n c i a m i e n t o de HIF -1 α . so b r e la ca p t a c i ó n de glu c o s a . 
 
 Con ob je t o de av e r i g u a r si HIF- 1 α est a b a im p l i c a d o en el au m e n t o de la ca p t a c i ó n de 
gl u c o s a y la ex p r e s i ó n de la s pr o t e í n a s im p l i c a d a s  en el pr o c e s o , si l e n c i a m o s la ex p r e s i ó n de 
HIF-1 α , en as t r o c i t o s y se an a l i z ó la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a y la ex p r e s i ó n de la s 
pr o t e í n a s im p l i c a d a s en es t e pr o c e s o . 
 
Para sil e n c i a r HIF-1 α , lo s as t r o c i t o s se tr a n s f e c t a r o n co n 3 sec u e n c i a s de siRNAs 
esp e c í f i c a s pa r a el s i l e n c i a m i e n t o de HIF -1 α  (HIF-1 α - s iRNA 1, 2 y 3) o c o n un siRNA sin di a n a 
(NT-siRNA). La fig u r a 17 m u e s t r a qu e , pa s a d a s  48 hor a s d e s d e la tr a n s f e c c i ó n co n la s 3 
sec u e n c i a s de HIF- 1 α - s iRNA, el ni v e l de ex p r e s i ó n de HIF- 1 α dis m i n u y ó . El efe c t o fu e m a y o r 
co n la s se c u e n c i a s 2 y 3, que ob t u v i e r o n un a di s m i n u c i ó n ce r c a n a al 50 % si se co m p a r a co n el 
ni v e l de HIF- 1 α  mos t r a d o po r lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-siRNA. El sil e n c i a m i e n t o se 
m a n t u v o ha s t a la s 72 h , au n q u e se ob s e r v a un li g e r o in c r e m e n t o de la ex p r e s i ó n de HIF- 1 α. 
  
 Para es t u d i a r la s m o d i f i c a c i o n e s  qu e el si l e n c i a m i e n t o de HIF- 1 α pue d e eje r c e r so b r e 
la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a , lo s as t r o c i t o s de 21 DIV se tr a n s f e c t a r o n co n la s 
se c u e n c i a s 2 y 3 de HIF- 1 α - s iRNA o con un siRNA sin di a n a (N T-siRNA). A las 72 h de s p u é s de 
la tr a n s f e c c i ó n , la s cé l u l a s se in c u b a r o n co n DMEM que co n t e n í a 2- d e s o x i -D[1- 14 C]glu c o s a 
(0 , 1 5 Ci; 750 dp m / p m o l ) , du r a n t e 30 min u t o s . Tran s c u r r i d o el ti e m p o de in c u b a c i ó n , la 
de t e r m i n a c i ó n de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a se re a l i z ó ta l y co m o se de s c r i b e en Mater i a l y 
Métod o s . 
 
 Los re s u l t a d o s (F i g . 18 ) m u e s t r a n qu e el si l e n c i a m i e n t o de HIF- 1 α por la s se c u e n c i a s 2 
y 3 de HIF- 1 α- s iRNA dism i n u y ó un 20 % la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a en lo s as t r o c i t o s .  
  
 A con t i n u a c i ó n , se es t u d i ó la  ex p r e s i ó n de la s pr o t e í n a s im p l i c a d a s en la ca p t a c i ó n de 
gl u c o s a , GLUT-1, GLUT-3, Hx- 1 y Hx - 2 po r W e s t e r n Blo t . Para es t e es t u d i o se em p l e ó la 
se c u e n c i a 3 de HIF- 1 α- s iRNA. Nuest r o s re s u l t a d o s m u e s t r a n un a re d u c c i ó n de un 50 % e n la 
ex p r e s i ó n de HIF- 1 α (Fi g . 19 a ) . Dicha re d u c c i ó n se ac o m p a ñ a  de un a di s m i n u c i ó n si g n i f i c a t i v a 
de la ex p r e s i ó n de GLUT-1 (ap r o x i m a d a m e n t e un 50 % ; fi g u r a 19 b ) , GLUT-3 (ap r o x i m a d a m e n t e 
un 20 % ; fi g u r a 19 c ) , Hx - 1 (a p r o x i m a d a m e n t e un 22 % ; fi g u r a 19 d ) y Hx - 2 (a p r o x i m a d a m e n t e un 
60 % ; fi g u r a 19 e ) . 
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4 . 4 . 4  Efec t o de la ET-1 so b r e la ca p t a c i ó n de glu c o s a en as t r o c i t o s co n HIF -1 α . 
 sil e n c i a d o . 
 
 Dado qu e la ET-1 au m e n t a la ex p r e s i ó n de HIF- 1 α, l a ca p t a c i ó n de glu c o s a y la 
ex p r e s i ó n de  l a s pr o t e í n a s im p l i c a d a s en la ca p t a c i ó n de gl u c o s a y qu e el si l e n c i a m i e n t o de 
HIF-1 α dis m i n u y e la ca p t a c i ó n de gl u c o s a y la ex p r e s i ó n de la s pr o t e í n a s im p l i c a d a s en es t e 
pr o c e s o , no s pr o p u s i m o s in v e s t i g a r la pa r t i c i p a c i ó n de HIF- 1 α e n el ef e c t o de ET-1. 
  
 Para el l o , lo s as t r o c i t o s se tr a n s f e c t a r o n co n la se c u e n c i a 3 de HIF -1 α - s iRNA o con un 
siRNA sin di a n a (N T-siRNA) y se tr a t a r o n co n 0, 1 μM de ET-1 du r a n t e 24h (Fig . 20 ) . Nuest r o s 
re s u l t a d o s m u e s t r a n un au m e n t o de un 80 % en la ex p r e s i ó n de HIF -1 α tra s el tr a t a m i e n t o co n 
ET-1 en lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT -siRNA. Sin em b a r g o en lo s as t r o c i t o s 
tr a n s f e c t a d o s co n HIF- 1 α - s iRNA  la ex p r e s i ó n de HIF- 1 α se re d u j o en un 50 % y en un 75 % en 
lo s as t r o c i t o s tr a t a d o s co n ET-1 res p e c t o a lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-siRNA. 
 
 Para re a l i z a r lo s ex p e r i m e n t o s de ca p t a c i ó n de gl u c o s a , 48h de s p u é s de la tr a n s f e c c i ó n 
co n la se c u e n c i a 3 de HIF- 1 α - s iRNA o co n NT-siRNA, las cé l u l a s se tr a t a r o n co n 0, 1 μM de ET-
1 y a la s 72 h de la tr a n s f e c c i ó n se in c u b a r o n  co n DMEM que co n t e n í a 2- d e s o x i -D[1-
14 C]glu c o s a (0 , 1 5 Ci; 750 dp m / p m o l ) y 0, 1 μM de ET-1 dur a n t e 30 min u t o s . Tran s c u r r i d o el 
ti e m p o de in c u b a c i ó n , la de t e r m i n a c i ó n de la ca p t a c i ó n de gl u c o s a se re a l i z ó ta l y co m o se 
de s c r i b e en Mater i a l y Métod o s . 
 
 En los as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s co n NT-si RNA la ET-1 pr o m o v i ó un au m e n t o de un 40% 
en la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a . Sin em b a r g o , en lo s as t r o c i t o s co n HIF- 1 α sil e n c i a d o 
la ET-1 ap e n a s m o d i f i c ó la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a (F i g . 20 ) . En est e se n t i d o , 
cu a n d o se an a l i z ó la ex p r e s i ó n de GLUT-1, GLUT-3, Hx- 1 y Hx - 2 se ob s e r v ó qu e la ET-1 
pr o m o v i ó un au m e n t o de la ex p r e s i ó n de GLUT-1 en un 60 % , GLUT-3 en un 10 0 % , Hx - 1 en un 
20 % y Hx - 2 en un 80 % , en lo s as t r o c i t o s tr a t a d o s co n NT-siRNA. Sin em b a r g o en lo s as t r o c i t o s 
tr a t a d o s co n HIF- 1 α - s iRNA este ef e c t o de la ET-1 se vi o co n s i d e r a b l e m e n t e re d u c i d o (F i g . 21 ) . 
  
 
 
4 . 5  Estu d i o de la pa r t i c i p a c i ó n de c-Src en el efe c t o de la co n e x i n a 43 y la ET-1   
 sob r e la ca p t a c i ó n de glu c o s a 
 
La pro t e í n a ki n a s a c-Src fo r m a pa r t e de un a gr a n fa m i l i a de pro t e í n a s ti r o s i n a ki n a s a s 
(PTK) no re c e p t o r a s , as o c i a d a s a m e m b r a n a y un a de su s ca r a c t e r í s t i c a s es su ca p a c i d a d 
on c o g é n i c a . Para un a óp t i m a ac t i v i d a d de es t e on c o g e n  se re q u i e r e la au t o f o s f o r i l a c i ó n de la 
ti r o s i n a 416 (Y416) . En tra b a j o s re c i e n t e s en nu e s t r o la b o r a t o r i o se ha pu e s t o de m a n i f i e s t o la 
pa r t i c i p a c i ó n de c-Src en el  ef e c t o de la Cx43 sob r e la re g u l a c i ó n de la pro l i f e r a c i ó n ce l u l a r . 
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( H e r r e r o -Gonz á l e z et al , Oncog e n , en re v i s i o n ) . Dada la re l a c i ó n en t r e la Cx43 y la pr o l i f e r a c i ó n 
ce l u l a r pr o p u e s t a en nu e s t r o la b o r a t o r i o (v e r ap a r t a d o 1 . 2 .3.6 in t r o d u c c i ó n ) . En  est e tr a b a j o 
qu i s i m o s co n o c e r si c-Src ta m b i é n pa r t i c i p a en el ef e c t o de la Cx43 sob r e la ca p t a c i ó n de 
gl u c o s a . 
 
 
4 . 5 . 1  Efect o de l si l e n c i a m i e n t o de la co n e x i n a 43 so b r e la ac t i v i d a d de c-Src 
 
 Dado qu e  l a Cx43 tie n e la ca p a c i d a d de in t e r a c c i o n a r co n c-Src en cé l u l a s de gl i o m a 
(H e r r e r o -Gonz á l e z et al , Oncog e n ,  en re v i s i o n ) , qu i s i m o s in v e s t i g a r si el si l e n c i a m i e n t o de la 
Cx43 en lo s as t r o c i t o s m o d i f i c a b a la ac t i v i d a d de c-Src. 
  
 Para el l o , lo s as t r o c i t o s se tr a n s f e c t a r o n co n un siRNA esp e c í f i c o pa r a la Cx43 (Cx43-
siRNA) o co n un siRNA sin di a n a (NT- siRNA), tal y co m o se de s c r i b e en Mater i a l y Métod o s . La 
fig u r a 22 m u e s t r a qu e , pa s a d a s 48 hor a s de la tr a n s f e c c i ó n co n Cx43-siRNA, el ni v e l de 
ac t i v i d a d de c-Src  (Y416 c-Src) au m e n t ó un 20 % , co m p a r a d o co n lo s as t r o c i t o s tr a n s f e c t a d o s 
co n NT-siRNA.  Por otr o la d o , la  ex p r e s i ó n to t a l de c-Src no se m o d i f i c ó , tr a s la tr a n s f e c c i ó n 
co n Cx43-siRNA com p a r a d a co n la tr a n s f e c c i ó n co n NT-siRNA. 
  
 
4 . 5 . 2 Efec t o de la ET-1 so b r e la ac t i v i d a d de c -Src. 
  
 Una ve z co n o c i d o qu e el si l e n c i a m i e n t o de  la Cx43 aum e n t a la ac t i v i d a d de c -Src, 
qu i s i m o s es t u d i a r el ef e c t o de la ET-1 sob r e la ac t i v i d a d de c-Src.  
 
 Para el l o lo s as t r o c i t o s se in c u b a r o n en au s e n c i a o en pr e s e n c i a de 0, 1 μM de ET-1 
dur a n t e 4´,6 ´ , 1 0 ´ , 2h , 4h, 8h , 24h,  48h y 72 h . A est o s ti e m p o s se li s a r o n la s cé l u l a s pa r a la 
ex t r a c c i ó n de pr o t e í n a s y su an á l i s i s po r W e s t e r n Bl o t . 
 
 Nuest r o s re s u l t a d o s m u e s t r a n (F i g . 23), qu e la ET-1 pr o m u e v e un au m e n t o de la 
ac t i v i d a d de c-Src (Y416 c- Src) , qu e co m i e n z a a lo s 6 m in u t o s y se m a n t i e n e ha s t a la s 2 ho r a s 
pa r a lu e g o di s m i n u i r  pro g r e s i v a m e n t e ha s t a la s 72 h . Sin em b a r g o la ex p r e s i ó n to t a l de c-Src 
(Tota l c-Src) se m a n t i e n e es t a b l e du r a n t e to d o el tr a t a m i e n t o co n ET-1. 
 
 
4 . 5 . 3 Efec t o de la in h i b i c i ó n de c-Src so b r e el au m e n t o de HIF- 1 α  pro m o v i d o po r la  
 ET-1. 
  
 Dado qu e la ET-1 ac t i v a c-Src qu i s i m o s av e r i g u a r si es t e on c o g e n pa r t i c i p a en el ef e c t o 
de la ET-1 so b r e la ex p r e s i ó n de HIF- 1 α . Para el l o , an a l i z a m o s el ef e c t o de la ET-1 in h i b i e n d o 
la ac t i v i d a d de c-Src. 
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 Para in h i b i r c-Src, ut i l i z a m o s un cl á s i c o in h i b i d o r de c -Src, de n o m i n a d o PP2 (4-Amin o -
5 - (4-cl o r o f e n i l ) - 7 - ( t - b u t i l ) p i r a z o l [3,4-d]p i r i m i d i n a ) y co m o co n t r o l su  an á l o g o es t r u c t u r a l no 
in h i b i d o r , de n o m i n a d o PP3 (4-Amino - 7 - f e n i l p i r a z o l [3,4-d]p i r i m i d i n a ) [Rangn a t h M, 200 5 , 2049]. 
 
 Así los as t r o c i t o s , se pr e i n c u b a r o n du r a n t e un a ho r a en pr e s e n c i a de PP3 ó PP2 , pa r a 
po s t e r i o r m e n t e in c u b a r s e co n es t o s m is m o s ag e n t e s y en pr e s e n c i a o au s e n c i a de de 0, 1 μM 
de ET-1 du r a n t e 4,6 y 10 m in . A est o s ti e m p o s se ex t r a j e r o n la s pr o t e í n a s pa r a re a l i z a r 
po s t e r i o r m e n t e un an á l i s i s po r W e s t e r n Bl o t . 
 
 Los re s u l t a d o s (F i g . 24) ind i c a n qu e la ET-1 en lo s as t r o c i t o s pr e i n c u b a d o s en 
pr e s e n c i a de PP3 pro v o c ó un au m e n t o si g n i f i c a t i v o , de ap r o x i m a d a m e n t e un 40% en la 
ac t i v i d a d de c-Src (Y416 c-Sr c) de s d e lo s 4 has t a lo s 10 m in u t o s . Sin em b a r g o en lo s as t r o c i t o s 
tr a t a d o s co n el in h i b i d o r de c -Sr c, PP2, la ET-1 no au m e n t ó la ac t i v i d a d de c-Sr c (Y416 c-Src) 
en lo s ti e m p o s en s a y a d o s . Los re s u l t a d o s m u e s t r a n co m o lo s tr a t a m i e n t o s co n PP3 y PP2 no 
af e c t a r o n a lo s va l o r e s de ex p r e s i ó n to t a l de c- Src, qu e se m a n t u v o en un ni v e l co n s t a n t e 
du r a n t e to d o el ti e m p o an a l i z a d o . 
 
 Dado qu e PP2 inh i b e el au m e n t o de la ac t i v i d a d de c-Src pr o v o c a d o po r la ET-1, 
qu i s i m o s av e r i g u a r si en es t a s ci r c u n s t a n c i a s , la ET-1 er a ca p a z de m o d i f i c a r la ex p r e s i ó n de l 
fa c t o r de tr a n s c r i p c i ó n HIF -1 α . Para el l o , si g u i e n d o el m is m o pr o t o c o l o ex p l i c a d o an t e r i o r m e n t e , 
se an a l i z ó la ex p r e s i ó n de HIF -1 α por W e s t e r n Bl o t . 
 
 Nuest r o s re s u l t a d o s , m u e s t r a n qu e  tal y co m o oc u r r í a en la si t u a c i ó n co n t r o l la  ET-1 
pr o v o c ó un au m e n t o en la ex p r e s i ó n de HIF- 1 α al ca b o de 24h. Este au m e n t o fu e de un 80 % 
en lo s as t r o c i t o s tr a t a d o s co n PP3 (Fig . 25 ) . Sin em b a r g o , cu a n d o se in h i b e la ac t i v i d a d de c-
Src co n PP2 la ET-1 no au m e n t ó la ex p r e s i ó n de HIF- 1 α , sin o qu e la re d u j o en un 50 % (F i g . 
25 )  
  
  
4 . 5 . 4  Efec t o de la in h i b i c i ó n de c-Src so b r e el au m e n t o de la ca p t a c i ó n de   
 glu c o s a  pr o m o v i d o po r la ET-1 
 
 Dado qu e la in h i b i c i ó n de c-Src po r PP2 im p i d i ó el ef e c t o de la ET-1 so b r e la ex p r e s i ó n 
de l fa c t o r de tr a n s c r i p c i ó n HIF- 1 α , an a l i z a m o s el ef e c t o de PP2 sob r e el au m e n t o en la 
ca p t a c i ó n de gl u c o s a pr o m o v i d o po r la ET-1.  
 
 Para el l o , lo s as t r o c i t o s se pr e i n c u b a r o n co n PP3 y PP2 dur a n t e 1h . Desp u é s la s cé l u l a s 
se in c u b a r o n co n lo s m is m o s ag e n t e s y co n 0, 1 μM de ET-1. A las 24h del tr a t a m i e n t o se 
in c u b a r o n co n DMEM que co n t e n í a 2- d e s o x i -D[1- 14 C]glu c o s a (0 , 1 5 Ci; 750 dp m / p m o l ) y 0, 1 

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μM de ET-1, du r a n t e 30 min u t o s . Tran s c u r r i d o el ti e m p o de in c u b a c i ó n , la de t e r m i n a c i ó n de la 
ca p t a c i ó n de gl u c o s a se re a l i z ó ta l y co m o se de s c r i b e en Mater i a l y Métod o s . 
  
 Los re s u l t a d o s m u e s t r a n qu e el tr a t a m i e n t o co n PP3 no mo d i f i c ó la ve l o c i d a d de 
ca p t a c i ó n de gl u c o s a .  Así, la ET-1 pr o v o c ó un au m e n t o de un 35% en la ve l o c i d a d de 
ca p t a c i ó n de gl u c o s a (F i g . 26 ) ta n t o en lo s as t r o c i t o s sin tr a t a m i e n t o co m o en lo s tr a t a d o s co n 
PP3. Sin em b a r g o , en lo s as t r o c i t o s tr a t a d o s co n el in h i b i d o r de c - Src PP2, la ET-1 no mo d i f i c ó 
si g n i f i c a t i v a m e n t e la ve l o c i d a d de ca p t a c i ó n de gl u c o s a . 
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Figura 1. Efecto de la gliosis producida por el ácido kaínico sobre la expresión de Cx43 en astrocitos 
“in vivo”.  
a)  A ratones de 6 semanas de vida postnatal se les inyectó intracranealmente ácido kaínico (1mg/mL) o PBS 
mediante estereotaxis tal y como se describe en Material y Métodos. Los ratones se sacrificaron una semana 
después de la inyección. Se extrajo el cerebro, se congeló en isopentano a -30ºC y se hicieron cortes 
coronales de 20 μm con el criostato. b) Inmunohistoquímica de la Cx43 y de la proteína fibrilar ácida de la 
glía (GFAP) tras la inyección con PBS o tras la inyección con ácido kaínico. c) Inmunohistoquímica de NeuN 
tras la inyección con PBS o tras la inyección con ácido kaínico. Barra= 250 μm. La zona de la lesión se 
marca con una cabeza de flecha blanca. 
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Figura 2. Efecto de la gliosis producida por el ácido kaínico sobre la presencia de 
ET-1, en el hemisferio lesionado “in vivo”.  
A ratones de 6 semanas de vida postnatal se les inyectó intracranealmente ácido kaínico 
(1mg/mL) o PBS mediante estereotaxis, tal y como se describe en Material y Métodos. Se 
hicieron cortes coronales de 40 μm con el microtomo. a)  Fluorescencia correspondiente a la 
proteína fibrilar ácida de la glía (GFP+) en la zona contralateral de la lesión , 
Inmunohistoquímica de ET-1 en la zona contralateral de la lesión, Colocalización de GFP+ y 
Et- 1 en la zona contralateral de la lesión. b)  Fluorescencia correspondiente a la proteína 
fibrilar ácida de la glía (GFP+) y de ET-1 tras la inyección con PBS y tras la inyección de 
ácido kaínico. La zona de la gliosis, está caracterizada por la sobreexpresión de la GFP+. 
Barra= 250 μm.  
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Figura 3. Efecto de la gliosis producida por el ácido kaínico sobre la expresión de  
GLUT-1 .  
A ratones se les inyectó intracranealmente ácido kaínico (1mg/mL) o PBS mediante estereotaxis, tal y 
como se describe en Material y Métodos. Los ratones se sacrificaron una semana después de la 
inyección y se hicieron cortes coronales de 40 μm con el microtomo. a ) Fluorescencia 
correspondiente a la proteína fibrilar ácida de la glía (GFP+) tras la inyección con PBS. b ) 
Inmunohistoquímica de GLUT-1 tras la inyección con PBS. c ) Colocalización de GFP+ y GLUT-1 tras 
la inyección de PBS. d ) Fluorescencia correspondiente a la proteína fibrilar ácida de la glía (GFP+) 
tras inyección de ácido kaínico. La zona de la gliosis, está caracterizada por la sobreexpresión de la 
GFP+. e ) Inmunohistoquímica de GLUT-1 tras la inyección con ácido kaínico. f ) Colocalización de 
GFP+ y GLUT-1 tras la inyección con ácido kaínico. g , h ) Inmunohistoquímica de PCAM, marcador de 
los vasos sanguíneos. Barra= 250 μm.  
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Figura 4. Efecto de la gliosis producida por el ácido kaínico sobre la expresión de GLUT-3 .  
A ratones se les inyectó intracranealmente ácido kaínico (1mg/mL) o PBS mediante estereotaxis, 
tal y como se describe en Material y Métodos. Los ratones se sacrificaron una semana después 
de la inyección y se hicieron cortes coronales de 40 μm con el microtomo. a ) Fluorescencia 
correspondiente a la proteína fibrilar ácida de la glía (GFP+) tras la inyección con PBS. b ) 
Inmunohistoquímica de GLUT-3 tras la inyección con PBS. c ) Colocalización de GFP+ y GLUT-3 
tras la inyección de PBS. d ) Fluorescencia correspondiente a la proteína fibrilar ácida de la glía 
(GFP+) tras inyección de ácido kaínico. La zona de la gliosis, está caracterizada por la 
sobreexpresión de la GFP+. e ) Inmunohistoquímica de GLUT-3 tras la inyección con ácido kaínico. 
f ) Colocalización de GFP+ y GLUT-3 tras la inyección con ácido kaínico. Barra= 250 μm.  
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Figura 5. Efecto de la gliosis producida por el ácido kaínico sobre localización de GLUT-3.  
A ratones se les inyectó intracranealmente ácido kaínico (1mg/mL) o PBS mediante estereotaxis, tal y como 
se describe en Material y Métodos. Los ratones se sacrificaron una semana después de la inyección y se 
hicieron cortes coronales de 40 μm con el microtomo. a ) Inmunohistoquímica de GLUT-3 tras la inyección con 
PBS. b ) Inmunohistoquímica de la proteína NeuN, marcadora de neuronas tras la inyección con PBS. c ) 
Colocalización de GLUT-3 y NeuN tras la inyección de PBS. d ) Inmunohistoquímica de la GLUT-3 tras la 
inyección con PBS e ) Fluorescencia correspondiente a la proteína fibrilar ácida de la glía (GFP+) tras la 
inyección con PBS. f ) Colocalización de GLUT-3 y GFP+ tras la inyección de ácido kaínico. g ) 
Inmunohistoquímica de GLUT-3 tras la inyección con PBS. h ) Inmunohistoquímica de la proteína NeuN, 
marcadora de neuronas tras la inyección con ácido kaínico. i ) Colocalización de GLUT-3 y NeuN tras la 
inyección de ácido kaínico. j ) Inmunohistoquímica de la GLUT-3 tras la inyección con ácido kaínico k ) 
Fluorescencia correspondiente a la proteína fibrilar ácida de la glía (GFP+) tras la inyección con ácido 
kaínico. l ) Colocalización de GLUT-3 y GFP+ tras la inyección de ácido kaínico. Barra= 250 μm.  
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Figura 6. Efecto de la gliosis producida por el ácido kaínico modifica la expresión de Hx-2 .  
A ratones se les inyectó intracranealmente ácido kaínico (1mg/mL) o PBS mediante estereotaxis, 
tal y como se describe en Material y Métodos. Los ratones se sacrificaron una semana después 
de la inyección y se hicieron cortes coronales de 40 μm con el microtomo. a ) Fluorescencia 
correspondiente a la proteína fibrilar ácida de la glía (GFP+) tras la inyección con PBS. b ) 
Inmunohistoquímica de Hx-2 tras la inyección con PBS. c ) Colocalización de GFP+ y Hx-2 tras la 
inyección de PBS. d ) Fluorescencia correspondiente a la proteína fibrilar ácida de la glía (GFP+) 
tras inyección de ácido kaínico. La zona de la gliosis, está caracterizada por la sobreexpresión de 
la GFP+. e ) Inmunohistoquímica de Hx-2 tras la inyección con ácido kaínico. f ) Colocalización de 
GFP+ y Hx-2 tras la inyección con ácido kaínico. Barra= 250 μm.  
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Figura 7. Efecto de la gliosis producida por el ácido kaínico sobre la localización de Hx-2.  
A ratones se les inyectó intracranealmente ácido kaínico (1mg/mL) o PBS mediante estereotaxis, tal y 
como se describe en Material y Métodos. Los ratones se sacrificaron una semana después de la 
inyección y se hicieron cortes coronales de 40 μm con el microtomo. a ) Inmunohistoquímica de Hx-2 tras 
la inyección con PBS. b ) Inmunohistoquímica de la proteína NeuN, marcadora de neuronas tras la 
inyección con PBS. c ) Colocalización de Hx-2 y NeuN tras la inyección de PBS. d ) Inmunohistoquímica de 
la Hx-2 tras la inyección con PBS e ) Fluorescencia correspondiente a la proteína fibrilar ácida de la glía 
(GFP+) tras la inyección con PBS. f ) Colocalización de Hx-2 y GFP+ tras la inyección de ácido kaínico. g ) 
Inmunohistoquímica de Hx-2 tras la inyección con PBS. h ) Inmunohistoquímica de la proteína NeuN, 
marcadora de neuronas tras la inyección con ácido kaínico. i ) Colocalización de Hx-2 y NeuN tras la 
inyección de ácido kaínico. j ) Inmunohistoquímica de la Hx-2 tras la inyección con ácido kaínico k ) 
Fluorescencia correspondiente a la proteína fibrilar ácida de la glía (GFP+) tras la inyección con ácido 
kaínico. l ) Colocalización de Hx-2 y GFP+ tras la inyección de ácido kaínico. Barra= 200 μm. 
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Figura 8. Silenciamiento de la conexina43 (Cx43) en astrocitos en cultivo primario.  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o con Cx43-siRNA y se recogieron las proteínas a las 72 
h después de la transfección. Western blot y cuantificación de la Cx43. Se utilizó GAPDH como control 
de carga. Los resultados se expresan como porcentaje respecto al control y son medias +  SEM (n=6). 
La significatividad de las diferencias respecto a las situaciones control se expresa como *** p<0,001. 
(One-way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 



	






 
  



	




Figura 9. Efecto del silenciamiento de la Cx43 sobre la permeabilidad de las uniones 
comunicantes en astrocitos.  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o con Cx43-siRNA. a ) 72 h después, se determinó la 
permeabilidad de las uniones comunicantes mediante la técnica del “scrape loading”, tal y como se 
describe en Material y Métodos. Las imágenes se obtuvieron utilizando un microscopio de fluorescencia. 
Barra = 30 μm. b ) Cuantificación del área de fluorescencia. Los resultados se expresan como porcentaje 
respecto al control y son medias + SEM (n=4). La significatividad de las diferencias respecto a la 
situación control se expresa como ***p<0,001 (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 
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Figura 10. Efecto del silenciamiento de la Cx43 sobre la captación de glucosa en astrocitos  
Los astrocitos de 21 DIV se transfectaron con NT-siRNA o con Cx43-siRNA. a ) 72 h después, se 
determinó la velocidad de captación de glucosa, tal y como se describe en Material y Métodos. Los 
resultados se expresan como pmol/h/mg de proteína y son medias +  SEM (n=9). La significatividad de 
las diferencias respecto a la situación control se expresa como ** p<0,01 (One-way ANOVA seguido de 
Tukey Post-test). 
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Figura 12. Efecto de la ET-1 y la CBX sobre la permeabilidad de la uniones comunicantes en 
astrocitos con la Cx43 silenciada.  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o con Cx43-siRNA. 48 h después de la transfección con 
los siRNAs, los astrocitos se incubaron en ausencia (control, C) o en presencia de 0,1 μM de 
Endotelina-1 (ET-1) ó 50 μM de Carbenoxolona (CBX) durante 24 h. a ) Western blot y cuantificación de 
la Cx43 y GAPDH. Se utilizó GAPDH como control de carga. Los resultados se expresan como 
porcentaje respecto al control y son medias + SEM (n=5). La significatividad de las diferencias respecto 
a las situaciones control de cada grupo se expresa como ***p<0,001; **p<0,01 y respecto a las 
diferencias entre diferentes grupos se expresa como ##p<0,01; (One-way ANOVA seguido de Tukey 
Post-test). b ) La permeabilidad de las uniones comunicantes se determinó mediante la técnica del 
“scrape loading”. Las imágenes se obtuvieron utilizando un microscopio de fluorescencia. Barra = 30 
μm.  
c) 
b) 
a) 
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Figura 13. Efecto de la ET-1 y la CBX sobre la captación de glucosa en astrocitos con la Cx43 
silenciada.  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o con Cx43-siRNA. 48 h después de la transfección con los 
siRNAs, los astrocitos se incubaron en ausencia o en presencia de 0,1 μM de ET-1 ó 50 μM de CBX 
durante 24 h. a ) A las 72 h después, se determinó la velocidad de captación de glucosa, tal y como se 
describe en Material y Métodos. Los resultados se expresan como pmol/h/mg de proteina y son medias + 
SEM (n=9). La significatividad de las diferencias respecto a la situación control se expresa como  *p<0,05 
y la significatividad respecto de las diferencias entre los astrocitos transfectados con NT-siRNA y con 
Cx43-siRNA, se expresan como ##p<0,01.  (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 
Figura 14. Efecto de la ET-1 y la CBX sobre la expresión de las proteínas implicadas en la captación de 
glucosa en astrocitos con la Cx43 silenciada.  
 Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o con Cx43-siRNA. 48 h después de la transfección, los 
astrocitos se incubaron en ausencia o en presencia de 0,1 μM de ET-1 ó 50 μM de CBX durante 24 h, después 
se recogieron las proteínas y el RNA a las 72 h después de la transfección tal y como se describe en Material y 
Métodos. a ) Western blot de GLUT-1 b ) Western blot de Hx-1. c ) qPCR GLUT-3. d ) Western blot de Hx-2. Se 
utilizó GAPDH como control de carga para los Western blot y Ubiquitina como control de carga en RT-qPCR. 
Los resultados se expresan como porcentaje respecto al control NT-siRNA y son medias + SEM (n=4). La 
significatividad de las diferencias respecto a las situaciones control se expresa como *** p<0,001; ** p<0,01; * 
p<0,05. y la significatividad respecto de las diferencias entre los astrocitos transfectados con NT-siRNA y con 
Cx43-siRNA, se expresan como ###p<0,001.  (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 
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Figura 15. Efecto del silenciamiento de la Cx43 sobre la evolución de la expresión de HIF-1  
en astrocitos  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o con Cx43-siRNA y se recogieron las proteínas a las 
0, 8, 24 y 48h, después de la transfección. a ) Western Blot de HIF-1  y Cx43 de las muestras 
recogidas a distintos tiempos después de la transfección con siRNAs. Se utilizó GAPDH como 
control de carga. b ) Cuantificación de HIF-1 , se expresa como porcentaje respecto al tiempo 0 del 
tratamiento con NT-siRNA y son medias +  SEM (n=4). c ) Cuantificación de Cx43, se expresa como 
porcentaje respecto al tiempo 0 del tratamiento con NT-siRNA y son medias +  SEM (n=4). La 
significatividad de las diferencias respecto a las situaciones control se expresa como *** p<0,001; * 
p<0,05 (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 


	

'


"!
'



	


 
"! "!
!#


((((((
  " $  " "$
Figura 16. Efecto de la ET-1 sobre la expresión de HIF-1  en astrocitos  
Los astrocitos se incubaron en ausencia o en presencia de 0,1 μM de ET-1 y se recogieron las 
proteínas a las 0, 2, 4, 8, 24 y 48h. a ) Western Blot de HIF-1 y Cx43 de las muestras recogidas a 
distintos tiempos después del tratamiento. Se utilizó GAPDH como control de carga. b ) Cuantificación 
de HIF-1, se expresa como porcentaje respecto al control y son medias + SEM (n=4). c ) 
Cuantificación de Cx43, se expresa como porcentaje respecto al control y son medias + SEM (n=4). La 
significatividad de las diferencias respecto a las situaciones control se expresa como *** p<0,001; (One-
way ANOVA seguido de Tukey Post-test).  
Figura 17. Silenciamiento de HIF-1  en astrocitos en cultivo primario.  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o con 3 secuencias diferentes de siRNA-HIF-1 . Se 
recogieron las proteínas a las 48 y 72 h después de la transfección. a ) Western blot de HIF-1  
después de la transfección con siRNAs. Se utilizó GAPDH como control de carga. b ) Cuantificación 
de HIF-1 , se expresa como porcentaje respecto al tiempo 0 del tratamiento con NT-siRNA y son 
medias +  SEM (n=4). La significatividad de las diferencias respecto a las situaciones control se 
expresa como *** p<0,001. (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 
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Figura 18. Efecto del silenciamiento de HIF-1  sobre la captación de glucosa en astrocitos  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA y con la secuencia 3 de siRNA-HIF-1 . 72 h después, 
se determinó la velocidad de captación de glucosa, tal y como se describe en Material y Métodos. 
Los resultados se expresan como pmol/h/mg de proteína y son medias +  SEM (n=9). La 
significatividad de las diferencias respecto a la situación control se expresa como ** p<0,01. (One-
way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 
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Figura 19. Efecto del silenciamiento HIF-1  
sobre las proteínas implicadas en la captación 
de glucosa en astrocitos  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o 
con la secuencias 3 de siRNA-HIF-1  y se 
recogieron las proteínas 72 h después de la 
transfección tal y como se describe en Material y 
Métodos. a ) Western blot de HIF-1  b ) Western 
blot de GLUT-1 c ) Western blot GLUT-3 d ) 
Western blot de Hx-1 e ) Western blot de Hx-2. Se 
utilizó GAPDH como control de carga. Los 
resultados se expresan como porcentaje respecto 
al NT-siRNA y son medias +  SEM (n=5). La 
significatividad de las diferencias respecto a las 
situaciones control se expresa como *** p<0,001; 
** p<0,01; * p<0,05. (One-way ANOVA seguido de 
Tukey Post-test). 
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Figura 20. Efecto de la ET-1 sobre la captación de glucosa en astrocitos que tienen silenciado 
HIF-1 .  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o con la secuencia 3 de siRNA-HIF-1 y se incubaron 
en ausencia o en presencia de 0,1 μM de ET-1. A las 24h se recogieron las proteínas para su 
análisis por Western Blot o se analizó la velocidad de captación de glucosa tal y como se describe 
en material y métodos. a) Western Blot de HIF-1. b) Velocidad de captación de glucosa. Los 
resultados se expresan como pmol/h/mg de proteína y son medias + SEM (n=4). La significatividad 
de las diferencias respecto a la situación control de cada grupo se expresa como *** p<0,001; * 
p<0,05 y la significatividad de las diferencias frente al NT-siRNA se expresa como ###p<0,001; 
##p<0,01 (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 
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Figura 21. Efecto de la ET-1 sobre las proteínas implicadas en la captación de glucosa en 
astrocitos que tienen silenciado HIF-1 .  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o con la secuencias 3 de siRNA-HIF-1  a las 48h se 
incubaron en ausencia o en presencia de 0,1 μM de ET-1durante 24h y se recogieron las proteínas 72h 
después de la transfección tal y como se describe en Material y Métodos. a ) Western blot de GLUT-1 b ) 
Western blot GLUT-3 c ) Western blot de Hx-1 d ) Western blot de Hx-2. Se utilizó GAPDH como control 
de carga para los Western blot. Los resultados se expresan como porcentaje respecto al control NT-
siRNA y son medias + SEM (n=5). La significatividad de las diferencias respecto a la situación control de 
cada grupo se expresa como *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05 y la significatividad de las diferencias frente 
al NT-siRNA se expresa como ###p<0,001; ##p<0,01; #p<0,05  (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-
test). 
Figura 22. Efecto del silenciamiento de la Conexina 43 sobre la activad de c-Src.  
Los astrocitos se transfectaron con NT-siRNA o con Cx43-siRNA y se recogieron las proteínas a las 
48h, después de la transfección. a ) Western Blot de Y416 c-Src y c-Src total. Se utilizó GAPDH 
como control de carga b ) Los resultados se expresan como porcentaje respecto al NT-siRNA y son 
medias +  SEM (n=4). La significatividad de las diferencias respecto a las situaciones control se 
expresa como  ** p<0,01  (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 
a) 
b) 
Figura 23. Efecto de la ET-1 sobre la actividad de c-Src.  
Los astrocitos se incubaron en presencia de 0,1 μM de ET-1 y se recogieron las proteínas a 
diferentes tiempos. a ) Western blot de Y416 c-Src y c-Src total. Se utilizó GAPDH como control de 
carga b ) Los resultados se expresan como porcentaje respecto al NT-siRNA y son medias + SEM 
(n=4). La significatividad de las diferencias respecto a la situacione NT-siRNA se expresa como *** 
p<0,001; * p<0,05. (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 
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Figura 24. Efecto de la ET-1 sobre la actividad de c-Src en presencia del inhibidor de c-Src, PP2.   
Los astrocitos se preincubaron en presencia del inhibidor de la forma activa de c-Src PP2 y de su 
análogo estructural no activo PP3, durante una hora antes del tratamiento con 0,1 μM de ET-1. 
Después se recogieron las proteínas a diferentes tiempos 0, 4´,6´,10´ y 24h a ) Western blot de Y416 c-
Src y c-Src total. Se utilizó GAPDH como control de carga. b ) Los resultados se expresan como 
porcentaje respecto al control y son medias + SEM (n=4). ). La significatividad de las diferencias 
respecto a la situación NT-siRNA se expresa como * p<0,05, para las condiciones tratadas con el PP3, 
y como # p<0,05, para las condiciones tratadas con PP2. (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-
test). 
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Figura 25. Efecto de la ET-1 sobre la expresión de HIF-1  en presencia del inhibidor de c-Src, 
PP2.  
Los astrocitos se preincubaron en presencia del inhibidor de la forma activa de c-Src PP2 y de su 
análogo estructural no activo PP3, durante una hora antes del tratamiento con 0,1 μM de ET-1. 
Después se recogieron las proteínas a diferentes tiempos 0, y 24h a ) Western blot de HIF-1. Se utilizó 
GAPDH como control de carga. b ) Los resultados se expresan como porcentaje respecto al control y 
son medias + SEM (n=4). La significatividad de las diferencias respecto a la situación NT-siRNA se 
expresa como *** p<0,001; para las condiciones tratadas con el inhibidor PP3, y como ### p<0,001, 
para las condiciones tratadas con el análogo estructural PP2. (One-way ANOVA seguido de Tukey 
Post-test). 
Figura 26. Efecto de la ET-1 sobre la captación de glucosa en presencia del inhibidor de c-Src, 
PP2.  
Los astrocitos se preincubaron en presencia del inhibidor de la forma activa de c-Src PP2 y de su 
análogo estructural no activo PP3, durante una hora antes del tratamiento con 0,1 μM de ET-1. 24h 
después, se determinó la velocidad de captación de glucosa, tal y como se describe en Material y 
Métodos. Los resultados se expresan como pmol/h/mg de proteína y son medias + SEM (n=3). La 
significatividad de las diferencias respecto a la situación NT-siRNA se expresa como *** p<0,001; para 
las condiciones no tratadas y tratadas con PP3, y como # p<0,05, para las condiciones tratadas con 
PP2. (One-way ANOVA seguido de Tukey Post-test). 
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 En el Sistema Nervioso Central (SNC), los astrocitos se encuentran comunicados a 
través de las uniones comunicantes, estas uniones permiten el paso de diferentes moléculas, 
entre ellas, importantes sustratos metabólicos como la glucosa, el lactato o el glutamato 
(Giaume et al., 1997, Tabernero et al., 2006). Recientemente se ha demostrado que el  tráfico 
de glucosa a través de estos canales constituye una red de comunicación necesaria para 
mantener la actividad sináptica en el sistema nervioso central (Rouach et al., 2008). Además, la 
inhibición de la comunicación a través de las estas uniones promueve un incremento rápido en 
la velocidad de captación de glucosa en los astrocitos en cultivo (Tabernero et al., 1996, 
Tabernero et al., 2001) (para revisión, ver: (Medina et al., 1999)). Así, la inhibición de las 
uniones comunicantes por agentes como la endotelina (ET-1) promueven una disminución en 
la expresión de la conexina 43 (Cx43), la proteína mayoritaria en las uniones comunicantes de 
los astrocitos. Este efecto se acompaña de un incremento  en la expresión de los 
transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-3 y de las enzimas responsables de la 
fosforilación de la glucosa, las hexoquinasas, tipo I (Hx-1) y tipo II (Hx-2). Este efecto es 
ostensible con independencia de la estructura molecular del agente inhibidor indicando que el 
aumento de la captación de glucosa está relacionado con la pérdida de comunicación 
intercelular a través de las uniones comunicantes. En este trabajo quisimos confirmar la 
participación de las uniones comunicantes en el aumento de la captación de glucosa en los 
astrocitos, así como profundizar en el estudio del mecanismo molecular implicado en este 
proceso importante para el correcto funcionamiento del sistema nervioso central. 
 
 5.1  Expresión de las proteínas responsables de la captación de glucosa en los 
astrocitos reactivos. 
 En un gran numero de patologías del SNC que cursan con lesiones neuronales, como 
la isquemia o la enfermedad de alzheimer se produce un proceso reactivo que afecta a las 
células gliales, entre ellas a los astrocitos. Este proceso se denomina “gliosis reactiva” y 
provoca la liberación de una gran cantidad de factores de crecimiento, citoquinas y 
neuropéptidos, como la ET-1 (Jiang et al., 1993, Zhang et al., 1994, Hasselblatt et al., 2001). 
Recientemente se ha demostrado que en el modelo experimental de lesión neuronal provocado 
por la inyección de ácido kaínico se produce una fuerte gliosis reactiva, caracterizada por el 
aumento de la expresión de la proteína fibrilar ácida de la glía (GFAP), seguido de la pérdida 
de la expresión de la Cx43 en los astrocitos (Koulakoff et al., 2008). Por ello, elegimos este 
modelo para investigar si la pérdida de Cx43 en los astrocitos "in vivo" provocaba cambios en  
la expresión de las proteínas responsables de la captación de glucosa en los astrocitos. 
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Los resultados obtenidos muestran que tras la lesión del cortex cerebral de ratón con 
ácido kaínico, se produce la muerte neuronal acompañada de un aumento de los niveles de 
ET-1. En la zona lesionada, se promueve una fuerte gliosis reactiva caracterizada por un 
aumento en la expresión de GFAP y una pérdida de la expresión de la Cx43 en los astrocitos 
reactivos. Por otro lado, cuando se inyecta solamente el vehículo (PBS), observamos que 
apenas hay muerte neuronal, aunque sí se incrementan los niveles de ET-1. En este caso, la 
gliosis reactiva es moderada y se caracteriza por un menor aumento en la expresión de la 
GFAP y la no modificación de los niveles de Cx43 en los astrocitos. Llama la atención que tanto 
con ácido kaínico como con PBS se produzca un aumento en los niveles de ET-1, aunque solo 
disminuya la expresión de la Cx43 en los astrocitos tras la lesión promovida con ácido kaínico. 
Esto puede deberse a que la lesión con PBS no promueve la muerte neuronal y parte de la ET-
1 podría estar unida a los receptores de ET-1 presentes en las neuronas, limitando la cantidad 
de ET-1 unida a los receptores de los astrocitos. Como consecuencia, no se observarían 
algunos efectos de la ET-1 en los astrocitos como es la disminución de la expresión de la Cx43. 
No podemos descartar que con la muerte neuronal se provoque también la liberación de otros 
agentes al medio extracelular que contribuyan a la disminución en la expresión de la Cx43 en 
los astrocitos. 
En definitiva, la lesión neuronal con ácido kaínico representa un modelo interesante para 
nuestro objetivo, ya que se trata de un modelo "in vivo" en el que se reduce la expresión de la 
Cx43 en los astrocitos. Por consiguiente, decidimos investigar la expresión de las proteínas 
implicadas en la captación de glucosa en estas circunstancias.  
Los resultados obtenidos por inmunihistoquímica del transportador GLUT-1, no nos 
permitieron determinar cambios en la expresión de este transportador en los astrocitos. De 
hecho, la expresión de GLUT-1 es tan alta en los vasos sanguíneos que no permite identificar 
su localización ni en los astrocitos ni en las neuronas. Aunque GLUT-1 es el transportador 
mayoritario de glucosa en astrocitos, su alta expresión en las células del endotelio vascular 
está muy bien descrita, siendo empleado como marcador de este tipo de células del SNC 
(Harik et al., 1993) 
Sin embargo, la expresión de GLUT-3, si se modificó tras la lesión con ácido kaínico, 
comparado con la lesión provocada con PBS. Nuestros resultados indican claramente un 
aumento en la expresión de GLUT-3 en la zona lesionada con ácido kaínico. En condiciones 
normales GLUT-3 se expresa en las neuronas, pero no en los  astrocitos. Nuestros resultados 
muestran que tras la lesión con ácido kaínico existe un aumento en la expresión de GLUT-3 en 
los astrocitos que rodean la lesión. Es necesario mencionar que algunos de  los estímulos que 
inducen la expresión de GLUT-3 en astrocitos en cultivo, son la ET-1 (Sánchez-Alvarez et al., 
2004) ó el óxido nitrico (Cidad et al.). Curiosamente tanto el óxido nitrico como la ET-1, inhiben 
las uniones comunicantes de los astrocitos (Giaume et al., Bolaños and Medina), apoyando la 
idea de que la inhibición de las uniones comunicantes aumenta la expresión de GLUT-3. De 
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hecho, tras la lesión con ácido kaínico, aumentan los niveles de ET-1, disminuye la expresión 
de la Cx43 y aumenta la expresión de GLUT-3 en los astrocitos. 
Por lo que se refiere a la expresión de la  Hx-2, enzima responsable de la fosforilación de 
la glucosa, nuestros resultados muestran que la lesión neuronal provocada por el ácido kaínico 
provoca un aumento en la expresión de la Hx-2 en los astrocitos presentes en la zona de la 
lesión. Es necesario mencionar que al igual que GLUT-3 esta isoforma no está presente en los 
astrocitos, pero se induce en respuesta a determinados estímulos como la ET-1 (Sanchez-
Alvarez et al.).  
Recientes trabajos muestran que los astrocitos reactivos ejercen una función 
neuroprotectora ya que ayudan a reducir el tamaño de la zona lesionada (Li)(Li), De ser así, la 
regulación de la Cx43 y de las proteínas implicadas en la captación de glucosa, podrian tener 
un papel importante en este efecto neuroprotector. 
 En conjunto los resultados obtenidos tras la lesión con ácido kaínico, junto con los 
obtenidos previamente en cultivo de astrocitos, sugieren que la disminución de la Cx43, 
provocada entre otros por la ET-1, promueve un aumento en la expresión de GLUT-3 y Hx-2, 
en los astrocitos reactivos. Por consiguiente, decidimos confirmar la participación de la Cx43 en 
el efecto de la ET-1 sobre la captación de glucosa en astrocitos. 
 
 5.2  Participación de la conexina 43 en el efecto de la ET-1 sobre la captación de 
glucosa. 
 Con objeto de conocer si la Cx43 es necesaria para que la ET-1, actúe como 
moduladora de la captación de glucosa, se empleo la tecnología de silenciamiento de proteínas 
por siRNA, para reducir la expresión de la Cx43 en los astrocitos en cultivo y analizar la 
velocidad de captación de glucosa en estas circunstancias.  
 Nuestros resultados muestran que el silenciamiento de la Cx43 promueve una 
significativa disminución en la funcionalidad de las uniones comunicantes de los astrocitos 
como se puede observar en los estudios de permeabilidad con amarillo de lucifer. Esta 
disminución de funcionalidad se debe probablemente a una disminución de la expresión de la 
Cx43 como muestran los análisis de expresión de proteína por Western Blot.  
 Nuestros resultados muestran que el silenciamiento de la Cx43 en los astrocitos en 
cultivo, promueve un aumento significativo de la velocidad de captación de glucosa. Además,  
el silenciamiento de la Cx43 promueve un aumento en la expresión de GLUT-1, y en la 
cantidad del mRNA de GLUT-3. Puesto que la captación de glucosa se determinó con 2-
desoxy-glucosa, su aumento implica no solo un mayor transporte, sino que también una mayor 
fosforilación de la glucosa. En efecto, el silenciamiento de la Cx43 provocó un aumento en la 
expresión de la Hx-1, isoforma predominante en astrocitos y de la Hx-2, isoforma inducible. 
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 Tomando en conjunto estos resultados podemos indicar que el silenciamento de Cx43 
en los astrocitos promueve un aumento en la velocidad de captación de glucosa y en la 
expresión de las proteínas implicadas en la captación de glucosa. 
A continuación analizámos el efecto de la ET-1 sobre la captación de glucosa en astrocitos 
en cultivo, con la Cx43 silenciada. En paralelo estudiamos los efectos de otro inhibidor de las 
uniones comunicantes, como es la carbenoxolona (CBX) cuya estructura y mecanismo de 
acción es diferente al de la ET-1 (Sánchez-Alvarez et al.). 
El tratamiento de los astrocitos con estos inhibidores promueve una disminución de la 
expresión de la Cx43 y un aumento en la velocidad captación de glucosa en los astrocitos 
control y en los astrocitos transfectados con un siRNA sin diana (NT-siRNA). Sin embargo en 
los astrocitos con la Cx43 silenciada, el tratamiento con ET-1 o con CBX no modifica la 
velocidad de captación, respecto a su control. Del mismo modo, los niveles de GLUT-1, GLUT-
3, Hx-1 y Hx-2 no se vieron modificados ni por la ET-1 ni por la CBX en los astrocitos con la 
Cx43 silenciada cuando se comparan con su control. 
 Por tanto, la Cx43 es necesaria para que la ET-1 aumente la velocidad de captación de 
glucosa en los astrocitos. Más concretamente, la disminución de la expresión de la Cx43 
provocada por la ET-1 puede estar mediando este proceso. El hecho de que los resultados con 
CBX sean muy similares a los obtenidos con ET-1 sugieren que un mecanismo similar puede 
ocurrir con otros inhibidores de las uniones comunicantes. 
 
 5.3  Participación de HIF-1α en el efecto de la ET-1 y la conexina 43 sobre la 
captación de glucosa.  
 Una vez conocido que la pérdida de la Cx43 y por tanto de la comunicación a través de 
las uniones comunicantes en los astrocitos, promueve un aumento de la velocidad de captación 
de glucosa, quisimos identificar la vía de señalización implicada. Como se ha descrito en la 
introducción, en los tumores sólidos existe un microambiente que condiciona a las células 
tumorales para adaptarse y sobrevivir en este ambiente. Uno de los mecanismos de adaptación 
que estas células pueden activar es el aumento de expresión del factor inducible de hipoxia, 
HIF-1α como consecuencia en estas células, entre otros mecanismos aumenta la expresión de 
GLUT-1, GLUT-3, Hx-1 y Hx-2 (Denko).  Por ello, decidimos estudiar si HIF-1α estaba 
implicado en el efecto de la ET-1 y la Cx43 en la captación de glucosa en astrocitos. 
 HIF-1α es un factor de transcripción de numerosos genes implicados en el metabolismo 
de la glucosa entre los que se encuentran GLUT-1, GLUT-3, Hx-1 y Hx-2. Aunque tiene una 
regulación dependiente de oxígeno, en ciertas ocasiones existen otras vías de regulación, entre 
las que se encuentra la activación por oncogenes, o por agentes como la ET-1, que pueden 
provocar un aumento de la expresión de HIF-1α (Denko). 
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 Hasta el momento se ha mostrado que el cierre de las uniones comunicantes por 
agentes como la ET-1 y la perdida de la Cx43 en los astrocitos provocan un aumento de la 
velocidad de la captación de glucosa. Por ello, investigamos si la ET-1 y la perdida de Cx43 
pudiera estar regulando de alguna manera la expresión de HIF-1α los astrocitos y promoviendo 
así un aumento de la transcripción en los genes que controlan la captación de glucosa. 
 Nuestros resultados muestran que el silenciamiento de la Cx43, promueve un aumento 
de la expresión de HIF-1α. De hecho los niveles de expresión de HIF-1α se correlacionan 
inversamente con los de la Cx43. Además, existe un comportamiento similar tras el tratamiento 
de los astrocitos con ET-1, pues la disminución en la expresión de Cx43 provocada por la ET-1 
se traduce en una acumulación de HIF-1α en el astrocito.  Por tanto, nuestros resultados 
muestran que tanto el silenciamiento de la Cx43 como el tratamiento con ET-1 promueven un 
aumento de la expresión de HIF-1α en los astrocitos. 
 Para confirmar la participación de HIF-1α en el efecto de la ET-1 sobre la captación de 
glucosa, silenciamos HIF-1α con diferentes siRNA´s y analizamos la velocidad de captación de 
glucosa en estas circunstancias. 
 Pues bien, en los astrocitos que tienen silenciado HIF-1α la ET-1 no modificó la 
velocidad de captación de glucosa ni la expresión de GLUT-1, GLUT-3, Hx-1 y Hx-2 , indicando 
que HIF-1α es un factor de transcripción necesario para que se produzca el aumento en la 
velocidad de captación de glucosa observado, tras el tratamiento con ET-1 en los astrocitos. 
 
 5.4 Participación de c-Src en el efecto de la ET-1 y la conexina 43 sobre la 
captación de glucosa.  
 Hasta el momento, aparte de los resultados presentados en esta memoria, no ha sido 
descrita ninguna relación entre la Cx43 y el factor de transcripción HIF-1α. Por ello, quisimos  
investigar la relación entre estas dos proteínas. Tal y como se ha descrito previamente, existen 
distintas vías de  regulación de la expresión de HIF-1α, una de estas vías es a través de la 
algunos oncogenes, como c-Src (Blancher et al.). En este sentido, es necesario mencionar  que 
c-Src puede unirse a la Cx43 en su extremo carboxilo terminal y de esta manera regular la 
funcionalidad de las uniones comunicantes (Warn-Cramer and Lau). Además recientemente se 
ha propuesto en nuestro laboratorio que la Cx43 también puede regular la actividad de c-Src a 
través de esta interacción. Así cuando c-Src está unido a la Cx43 mantiene su conformación 
inactiva, mientras que cuando c-Src está libre en el citoplasma, se autofosforila y se convierte 
en la forma activa de la proteína llevando a cabo las diversas funciones celulares que tiene 
este oncogen. 
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 Dado que una de las funciones de c-Src es la activación del factor de transcripción HIF-
1α. (Blancher et al.), nos planteamos la posibilidad de que c-Src fuera un intermediario en esta 
vía de señalización que relaciona la Cx43 con HIF-1α y la captación de glucosa. 
  Nuestros resultados muestran que en los astrocitos con la Cx43 silenciada se produce 
un aumento de la actividad de c-Src.  Además, el tratamiento con ET-1 provoca una rápida y 
transitoria activación de c-Src. 
 Para investigar la participación de c-Src en la vía que relaciona la Cx43 con el aumento 
de la velocidad de la captación de glucosa, inhibimos la actividad de c-Src con PP2, un 
inhibidor especifico de la forma activa de c-Src. Los resultados muestran que cuando se inhibe 
c-Src, la ET-1 no modifica los niveles de expresión de HIF-1α ni la velocidad de captación de 
glucosa, indicando que la ET-1 aumenta los niveles de HIF-1α y como consecuencia la 
captación de glucosa a través de la activación de c-Src. 
 En conjunto los resultados presentados en esta memoria nos permiten proponer que la 
inhibición de las uniones comunicantes, por diferentes agentes, como la ET-1 o el 
silenciamiento con Cx43-siRNA, promueve la activación de c-Src. Esta activación provoca a su 
vez la acumulación de HIF-1α en la célula. La acumulación del factor de transcripción HIF-1α  
en el citoplasma origina la  formación de un heterodímero que migra al núcleo donde activa la 
expresión de los transportadores de glucosa, GLUT-1 y GLUT-3 y de las enzimas encargadas 
de la fosforilación de la glucosa Hx-1 y Hx-2. La presencia en la célula de las formas inducibles 
GLUT-3 y Hx-2, ayudan a GLUT-1 y Hx-1 en el proceso de captación y fosforilación de la 
glucosa, facilitando el aumento de la velocidad de captación de glucosa por el astrocito. 
(Esquema 16) 
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Esquema 16.  Propuesta del mecanismo por el cual la expresión de la Cx43, puede 
modificar la velocidad de captación de glucosa en astrocitos. 
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1.- La lesión neuronal provocada por el ácido kaínico en el cortex de ratón adulto, induce una 
gliosis reactiva que se acompaña de la disminución en la expresión de la conexina 43 en los 
astrocitos circundantes. Así mismo se observa un aumento en los niveles de ET-1 en la zona 
lesionada. 
2.- En los astrocitos que rodean la lesión neuronal se observa un aumento en la expresión de 
proteínas implicadas en la captación de glucosa, fundamentalmente de GLUT-3 y Hx-2, 
isoformas que no se expresan normalmente en los astrocitos y que son características de 
células en proliferación. 
3.- La pérdida de conexina 43 en los astrocitos en cultivo provoca un aumento de la velocidad 
de captación de glucosa, así como de la expresión de las proteínas implicadas en este 
proceso: GLUT-1, GLUT-3, Hx-1 y Hx-2. 
4.- El aumento de la velocidad de captación de glucosa y de la expresión de GLUT-1, GLUT-3, 
Hx-1 y Hx-2 promovido por la ET-1, no se observa cuando se silencia la Cx43 indicando que el 
efecto de la ET-1 sobre la captación de glucosa esta mediado por la disminución en la 
expresión de la conexina 43 en los astrocitos. 
5.- Tanto el silenciamiento de la Cx43 como el tratamiento con ET-1 promueven un aumento en 
la expresión  del factor de transcripción HIF-1α  en astrocitos. 
6.- El aumento en la velocidad de captación de glucosa promovido por la ET-1 no se observa 
cuando se silencia el factor de transcripción HIF-1α en los astrocitos. Estos resultados sugieren 
que HIF-1α participa en el efecto de la ET-1 sobre la velocidad de captación de glucosa. 
7.- Tanto el silenciamiento de la Cx43 como el tratamiento con ET-1 provocan la activación del 
oncogén c-Src en astrocitos. 
8.- La tirosina quinasa c-Src es necesaria para que la ET-1 aumente los niveles de HIF-1α y 
como consecuencia la velocidad de captación de glucosa en los astrocitos.  
 
CONCLUSIÓN FINAL: 
 
 Nuestros resultados tomados en su conjunto, confirman la relación entre la conexina 43 
y la captación de glucosa en los astrocitos. En este sentido la tirosina quinasa c-Src que 
interacciona con la conexina 43 está implicada en la activación del factor de transcripción HIF-
1α, responsable de la inducción de GLUT-1, GLUT-3, Hexoquinasa 1 y Hexoquinasa 2; y por lo 
tanto del aumento de la velocidad de captación de glucosa observado tras la disminución de la 
Cx43 por agentes como la ET-1. 
   
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1.- The reactive gliosis induced by the neuronal lesion promoted by kaïnic acid in mice cortex, 
decreases connexin 43 expression in astrocytes. Likewise, there is an increase in ET-1 levels  
at the injury zone. 
2.- There is an increase in the expression of proteins involved in glucose uptake in astrocytes 
around the lesion, mainly GLUT-3 and Hx-2, two isoforms characteristic at proliferation cells that 
are not usually present in astrocytes.  
3.- Down-regulation of Cx43 in astrocytes promotes an increase in the rate of glucose uptake 
and in the expression of proteins involved in this process, such as GLUT-1, GLUT-3, Hx-1 and 
Hx-2. 
4.- The increase on the rate of glucose uptake and the upregulation of GLUT-1, GLUT-3, Hx-1 
and Hx-2 promoted by the ET-1, is not shown when connexin 43 is silenced in astrocytes. 
Therefore our results suggest that the effect of ET-1 on  glucose uptake mediated by the 
decrease in connexin 43 expression in astrocytes.  
5.- Silencing Connexin 43 and ET-1 treatment promote an increase in the expression of HIF-1α 
expression in astrocytes 
6,- The increase on the rate of glucose uptake promoted by the ET-1 is not observed when HIF-
1α  is silenced in astrocytes. These results suggest that HIF-1α is involved in the effect of 
connexin 43 and ET-1 on glucose uptake. 
7.- Silencing connexin 43 silencing and ET-1 promote the activation of c-Src in astrocytes. 
8.- The activation of  c-Src  is involved in the effect of ET-1 on the upregulation of HIF-1α and 
the increase in the rate of glucose uptake. 
 
FINAL CONCLUSION: 
 Our results confirm the relationship between connexin 43 and glucose uptake in 
astrocytes. This, c-Src, a protein that interact with connexin 43, is responsable for the activation 
of HIF-1α , wich induces the  expression of GLUT-1, GLUT-3, hexoquinase 1 and hexoquinase 
2, and consequently increases the rate of glucose uptake promoted by the downregulation of 
connexin 43 induced by ET-1. 
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THE CONNEXIN 43 AS MODULATOR 
OF THE GLUCOSE UPTAKE IN 
ASTROCYTES 
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 In the Central Nervous System, (CNS), we found several type of cells. The most studied cells are 
Neurons and Astrocytes and in this work we will study the astrocytes.  
 Astrocytes are a sub-type of glial cells in the central nervous system .  Star-shaped, their many 
processes envelope synapses made by neurons. Astrocytes are classically identified using histological 
analysis; many of these cells express the intermediate filament glial fibrillary acidic protein (GFAP).  
FIGURE 1.-  Central Nervous System diagram. 
1.- INTRODUCTION 
1.1.- Central Nervous System and the Astrocytes 
 Previously in medical science, the neuronal network was considered the only important one, and 
astrocytes were looked upon as gap fillers. More recently, the function of astrocytes has been reconsidered 
and are now thought to play a number of active roles in the brain. 
1.- Neuronal differentiation [Kosodo, 2009, 251; Stevens, 2008, 278 ; Cina, 2009, 21].   
2.- Support the homeostasys. [Orkand, 1996, 788; Mobbs, 1988, 235]. 
3.- Promotes the Blood Brain Barrier [Janzer, 1987, 253; Abbott, 2006, 41]. 
4.- Neurotransmitter recaptation [Seifert, 2006,194; Schousboe, 2006, 929]. 
5.- Neuromodulator Function [Araque, 2008, 3]. 
6.- Neuroprotection Function [Vega-Agapito, 2002, 29753]. 
7.- Support metabolic for the neurons [Medina, 1999, 361; Pellerin, 2003, 331 ; Rouach, 2008, 322 ]. 
  Astrocytes have several functions, but to do these functions is required that the astrocytes are 
comunicate between them. 
This mode of intercelllular communications is based on membrane channels made by a family of multigenic 
proteins named connexins. Indeed, at the plasma membrane, Cxs are organized as hexamers (Connexons) 
forming a ring around a central pore, and when two connexons are face-to-face, they constitute an 
intercellular channel. These intercellular channels aggregate at areas of close apposition between cells and 
form junctional plaques called gap junctions. 
 In fact, connexin channels provide the estructural basis for two types of intercelular communication: 
Gap junctions channels, that allow direct cell-to-cell exchanges with a molecular weight up to 1-1.2 kDa  
 Hemichannel, connexons can also function as hemichannels, that enable, under well-defined 
conditions, the exchange of molecules and ions between the cytoplasm and the external medium and thus 
support autocrine and paracrine actions. 
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FIGURE 2.-  Structure of gap junction s . 
a)  Structure of Connexin 43 
b)  Structure of Gap Junctions 
c)  Gap Junctions permeability. (substances < 1.2 kDa) 
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1.2- The Astrocytes 
1.3.- The Connexin 43 and the Gap Junctions 
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 We have talked about the structure of the gap junctions channel, and we know that this channels 
have a central pore that is used to interchange different sustances. One propierty of these channels, is 
that they can change the conformation and the channels can be open and closed. That means that these 
channels can be modified with different agents. To close the channels you can use endogenous 
substances, such as ET-1, NO, or exogenous sustances, such a CBX. We also open the channel with 
other sustances such a, Tolbutamide or AMPc.  
 In the figure 3, we can see and example of this change of conformation and we can see how the 
ET-1 and CBX close the channel and inhibit the communications across the gap juncions for Lucifer 
Yellow. 
 In this moments, we know that the gap junctions channels, can be modulated by different 
substances. But what happen with the astrocytic behaviour and with their functions when the channels are 
closed.  
 Previous studies in our laboratory indicates that the inhibition of this comunication between 
astrocytes promotes an increase in glucose uptake and proliferation in astrocytes.  
 For all of that, in this work we will study the role of the inhibitions of this channels over the 
changes promotes at the glucose uptake in the astrocytes. 
FIGURE 3.-  The  conformat i o n of gap junction s can be modulate d 
for different substances. 
a)  Substances that modulate the gap junctions conformation. 
b)  Permeability assay with different treatment, ET-1 and CBX in the 
astrocytes 
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1.4 Conformational changes in the Gap Junctions 
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 In the figure 4,  our result shown that the glucose uptake is increase by the treatment on the 
astrocytes with substances that block of the gap junctions. 
 If we study this glucose uptake at the molecular level, this increase in glucose uptake is 
characterized by the induction of protein isoforms not normally expressed in astrocytes but being 
characteristic of highly proliferative cells, such as the glucose transporter GLUT-3 and Hx-2, the first 
enzyme involved in glucose metabolism, suggesting that these changes are specifically designed to 
increase glucose metabolism and allow a higher rate of astrocyte proliferation.  Furthermore, 
previous result in our laboratory show that ET-1 promotes a rapid translocation of GLUT-1, the main 
glucose transporter in astrocytes, from an intercellular pool to the plasma membrane. In addition to 
this, the level of GLUT-1 is increased after 24h of treatment with ET-1 indicating that ET-1 is also 
triggering a long-term regulation of glucose transport. Besides, ET-1 promoted a rapid detachment 
of a significant proportion of Hx-1 from mitochondria. Also, is important to explain that this glucose is 
used by the astrocyte to support the proliferation process promoted by the gap junctions inhibitor. 
 With this background, we decided study the role of the connexin 43 as modulator of glucose 
uptake in astrocytes and the mechanism how modulates this response. 
 To study the role of the inhibition of gap junctions over the glucose uptake in astrocytes, we start 
with an experiment that block the gap junctions. We treated the astrocytes with an treatment with 
endothelin-1 (ET-1) and carbenoxolone (CBX), during 24h and after we study the 2-deoxy-glucose uptake.  
FIGURE 4.-  2-deoxy-glucose uptake in astrocytes treated with gap 
junction s inhibito r s . 
1.5 The Gap Junctions inhibition increase the 
glucose uptake 

 To study the role of the connexin 43 as modulator of glucose uptake in astrocytes, we suggest  the next 
objectives. 
 1.- Study the expression of the proteins involved in the glucose uptake in the astrocytes, in a in “vivo 
model” that lack the connexin 43 expression. 
 2.- Study the expression of the proteins involved in the glucose uptake, after the lacked of connexin 43 in 
an culture of astrocytes promotes by the treatments with ET-1, CBX or Cx43-siRNA. 
 3.- Study the implication of HIF-1  on the changes on the rate of glucose uptake, promotes by the lack of 
intercellular communication. 
 4.- Study the implication of c-Src on the changes on the rate of glucose uptake, promotes by the lack of 
intercellular communication. 
2.- OBJECTIVES 

- 1,5 - 2 mm Injection in the cortex. 
.- Perfussion 2 min of PBS or kaïnic acid. 
.- Waiting for a week, to carry out the 
experiment. 


-  One week after the lession.      
- Perfussion with PBS to study the  
Cx43 expression 
- Perfussion with PFA 4% to study 
GLUT-1, GLUT-3, Hx-2, GFP and 
NeuN.  
-  To study Cx43 we cut at criostat. 
-    To study the others proteins we cut at 
the microtom. 
 To study the expression of the proteins involved in the glucose uptake in the astrocytes, in a in 
“vivo model” that lack the connexin 43 expression. 
 We used a mice model. This model consist in an stereotaxic injection in the mice cortex and inject 
different substances. We inject two substances. The PBS is used as a control of injury but if does not 
promote neuronal dead; an injection with Kaïnic acid promotes the neuronal dead and the lack of Cx43 in 
reactive astrocytes around the lesion, one week after the injury . 
 This mice model, was provided by the lab of Dr. Christian Giaume. 
 This model is a very good tool for study the proteins involved at the glucose uptake “in vivo”. 
This model is a very good tool because you can promotes an injury in the cortex with PBS an not promotes 
changes at the Cx43 expression or promotes an injury in the cortex with kaïnic acid an promotes the lack 
of Cx43 at the reactive astrocytes in the lesion. 
FIGURE 5.-  “In vivo” model of neuronal injury. 
a)  Stereotaxic injection. 
b)  Lesion zone. 
3.- RESULTS 
3.1 Study the expression of the protein involved in the glucose uptake in an 
“in vivo” model, that lack the Cx43 
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 At the figure 6, we can see that the injection with kaínic acid promotes the lack of Cx43 at 
the lesion zone, and also promotes a great gliosis at the same zone. By other hand, the injection 
with PBS can´t promotes the lack of Cx43 and the gliosis reactivity is less intensive. 
 Also, we can see at b) that the injection with kaïnic acid in the mice cortex promotes the 
neuronal dead at the lesion zone. 
 This results are very interesting, and show that this model is a great tool to study the 
proteins involves at the rate of glucose uptake in an “in vivo” model of lacked Cx43. 
 The experiments coming in the “in vivo” model studing the Cx43 expression after the 
injure with PBS or kaïnic acid.  
FIGURE 6.-  Reactive gliosis and neuronal dead. 
a)  Reactive gliosis and Cx43 expression 
b)  Neuronal dead 
3.1.2 Study the lack of connexin 43 after the injection with kaïnc acid. 
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 In the introduction, we said that the gap junctions can be open or closed, and we shown substances 
that can close this channels, some of this are endogenous. One of these substances is ET-1.  
 The ET-1,is a neuropeptide that can be when there are any lesion or illness in the brain. 
 For all of that, is interesting study  if in our experimental conditions at the “in vivo” model of injury, the 
ET-1 are expressed in the lesion zone.  
 in the figure 7, our result shown that ET-1 are present at the lesion zone after the injection with the 
kaïnic acid or PBS. But when we study the contralateral cortex, we can find that ET-1 is not present at the 
brain cortex. 
 This result is very interesting, because we have a model that have some  similarity with our  
”in vitro” studies,  when the gap junctions are closed with ET-1, the Cx43 expression decrease, the rate of 2-
deoxy-glucose uptake increases and the proteins involved in this process increase their expression.  
 For all of that, our next objective is study the expression on the proteins involved on the glucose 
uptake such us GLUT-1, GLUT-3 and Hx-2 by immunohistochemistry in this “in vivo” model. 
FIGURE 7.-  ET-1 is expressed at the lesion zone. 
a)  Contralateral hemisphere ET-1 expression 
b)  Lesion hemisphere, ET-1 expression 
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3.1.3 Study of ET-1 expression at the injury zone 
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 In the figure 8, Our result shown that GLUT-1 not change his expression after the injection with kaïnic 
acid, but also after the injection with  PBS.  After  this result we think that GLUT-1 is not the glucose transporter 
that promotes the glucose uptake at the “in vivo” model when the Cx43 is lacked.  
 For all of that, we want to know what happens with GLUT-3 expression after the injection with kaïnic 
acid or PBS, because this glucose transporter is induced by treatment with ET-1 in our culture cell.   
 In the figure 9, our results shown that GLUT-3, increases the expression after the kaïnic acid injection, 
at the lesion zone, but the injection with PBS can not  increase this glucose transporter.  
 This result is interesting because, GLUT-3 only increase his levels after the injection with kaïnic acid, 
and this is the model that lacked the Cx43. For all of that this result suggest that the lack of Cx43 in this model 
can promotes the upregulation of GLUT-3 in the lesion zone.  
FIGURE 8.-  GLUT-1 not change his expression after the injection with kaïnic acid. 
FIGURE 9.-  GLUT-3 increase his expression after the injection with kaïnic acid in 
the lesion zone. 
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3.1.4 Proteins involved at the glucose uptake 
3.1.4.1 GLUT-1 
3.1.4.2 GLUT-3 
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 It the last experiment our results suggest, that GLUT-3 increase his levels after the injection with kaïnic 
acid, but now we want to know the type of cells that  increase the GLUT-3 expression. To know this, we did an 
immunohistochemistry with NeuN, that is an neuronal marker, GLUT-3 and GFP+. 
 In the figure 9, our result suggest, that the greater increase of GLUT-3 when we inject with kaïnic acid 
was found in the astrocytes, and this result relates the lack of Cx43 in the astrocytes with the increase of the 
expression of GLUT-3.  In  other conditions when we inject PBS, GLUT-3 have a little expression at the 
neurons, but not in the astrocytes.  
FIGURE 10.-  GLUT-3 increase his expression in astrocytes after the injection with 
kaïnic acid. 
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 At this moment we know that GLUT-3, can increases his expression in the astrocytes after the injection 
with kaïnic acid. With this glucose transporter present in the astrocyte probably the astrocyte can uptake more 
glucose.  We talked that this glucose can be used to help in the proliferation of the astrocytes and the glucose 
to continue the way to the proliferation need to be phosforilated. But this glucose, need to be phosporilated. 
 For all of that we want to know what happened with hexoquinases at the reactive astrocytes.  
 The Hx-2 is not present in the astrocytes, but after a stimulus can be expressed. In cell culture one of 
this stimulus is the treatment with ET-1 and we want to know if in this model the Cx43 donwregulation 
promotes the expression of Hx-2. 
In the picture, we can see that Hx-2, increase the expression after the kaïnic acid injection, at the lesion zone, 
but the injection with PBS can increase this level. This result is interesting because, the Hx-2 only increase his 
levels after the injection with kaïnic acid that is the model that lacked the Cx43.  
 In the figure 12, our results shown that Hx-2, increases the expression after the kaïnic acid injection, at 
the lesion zone, but the injection with PBS can not  increase this glucose transporter.  
 This result is interesting because, Hx-2 only increase his levels after the injection with kaïnic acid, and 
this is the model that lacked the Cx43. For all of that this result suggest that the lack of Cx43 in this model can 
promotes the upregulation of Hx-2 in the lesion zone.  
FIGURE 12.-  Hx-2 increase his expression after the injection with kaïnic acid in 
the lesion zone. 
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3.1.4.3 HEXOKINASE-2 
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 It the last experiment our results suggest, that Hx-2 increase his levels after the injection with kaïnic 
acid, but now we want to know the type of cells that  increase the Hx-2 expression. To know this, we did an 
immunohistochemistry with NeuN, that is an neuronal marker, Hx-2 and GFP+. 
 In the figure 13, our result suggest, that the greater increase of Hx-2 when we inject with kaïnic acid 
was found in the astrocytes, and this result relates the lack of Cx43 in the astrocytes with the increase of the 
expression of Hx-2.  In  other conditions when we inject PBS, Hx-2 have a little expression at the neurons, but 
not in the astrocytes.  
FIGURE 13.-  Hx-2 increase his expression in astrocytes after the injection with 
kaïnic acid. 
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 In the figure 14, our result suggest that, that the connexin 43 is downreglulated by the siRNA Cx43 
 In this grafic we have 3 groups of samples. 
 The first one, is a group of samples similar a previous to those previous studied. 
 The second group were transfected with a NT-siRNA (siRNA without target gene).  
 The third group were transfected with a siRNA Cx43. 
  Our first experiment is donwregulate the Cx43 expression by siRNA technology. 
 To study, the silencing of Cx43 by siRNa we used the next protocol. 
  21 days after the culture, the astrocytes, were transfected by complex Cx43-siRNA-lipofectamin or NT-
siRNA-lipofectamin, after that at 8h we remove the medium and put a medium with antibiotics.  72h after 
transfection, remove the medium and extract the proteins to do a Western Blot. 
FIGURE 14.-  Silencing Cx43 in a primary culture of astrocytes  
3.2 study the expression of the proteins involved in the glucose uptake, after 
the lacked of connexin 43 in an culture of astrocytes promotes by the 
treatments with ET-1, CBX or Cx43-siRNA 
3.2.1 Silencing Connexin 43 

  Actually we kwon that the siRNA technology can decrease the expression of Cx43, but we want to study 
what happends with the gap junctions permeability. To study this funcionality, we did a permeability study with 
Lucifer yellow that is a substance that can diffuse throw the gap junctions and show us the level of conection 
between the astrocytes.  
 In the figure 15, our result suggest that the lack of Cx43 after transfection with cx43-siRNA, promotes a 
great decrease at the permeability of the astrocytes.  This result show us that the Cx43 is necessary for  good 
connexion between the astrocytes. 
FIGURE 15.-  The Cx43 silencing in a primary culture of 
astrocytes, decrease the astrocytes permeability.  
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 In this figure,  a) Our result shown three 
groups of samples. The Non-transfected group, 
the NT-siRNA group and the Cx43-siRNA group.  
 The results showed that the astrocytes 
with the Cx43 silenced, have a high 
downregulation and the treatment with ET-1 or 
CBX can decrease more this expression of 
Cx43. Although, at the other groups the 
treatment with ET-1 or the CBX decrease the 
Cx43 expression. 
 On the other hand in the part b) our 
result show that the Cx43 donwregulation 
decrease the level of permeability between the 
astrocytes.  
 This result is interesting because, 
probably this downregulation at the 
communication promotes changes at the rate of 
glucose  uptake. For all of that, we want to know 
if the lack of Cx43 by siRNA promotes changes 
in the glucose uptake. 
 In our previous studies, when the channels are closed, there are some important changes in the 
glucose metabolism in astrocytes. Before use the Cx43-siRNA technology we used some subtances that can 
close the gap junctions channels such us ET-1 or CBX. For all of that, we want to know if the lack of Cx43 by 
siRNA induces changes in the effect that the ET-1 or CBX promotes in the astrocites. 
FIGURE 16.-  Effect of the ET-1 or CBX over 
the gap junction s permeabi l i t y in 
astrocytes with the Cx43 silenced.  
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3.2.2 Ef fect of the ET-1 and CBX on the connexin 43 expression and gap 
junctions permeabllity in the Cx43-silenced astrocytes 
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In the figure 17, our result shown two groups of samples. The NT-siRNA group and the Cx43-siRNA group.  
 The results showed that the astrocytes with the Cx43 silenced, have a significant increase on the 
rate of glucose uptake. on the other hand, our result also show that in the astrocytes with Cx43, the 
treatments with ET-1 or CBX can increase the rate of glucose uptake,  but these treatment can increase 
the rate of glucose uptake more that the effect promotes by the lack of Cx43 by siRNA.  
 This result is important because it suggests that ET-1 and CBX need the Cx43 to increase the rate 
of 2-deoxy-glucose uptake. 
 Actually, we kwon that the lack of Cx43 by siRNA in astrocytes promotes the increase of the rate of 
glucose uptake, but we think that is interesting to know what happend with the expression of the proteins 
involved in the glucose uptake, when the Cx43 are silenced in the astrocytes and the cells are treated with 
the inhibitor of gap junctions. 
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FIGURE 17.-  Effect of the ET-1 or CBX over 
the glucose uptake in astrocytes with the 
Cx43 silenced.  
3.2.3 Ef fect of the ET-1 and CBX on the glucose uptake in the Cx43-silenced 
astrocytes 
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In the figure 18, our result shown two groups. 
In the first group treated with NT-siRNA we can see how the ET-1 and CBX promotes an increase the GLUT-1, 
Hx-1 and Hx-2 expression and GLUT-3 mRNA expression. 
In the second group treated with Cx43-siRNA we can see that the ET-1 and the CBX can not increase the 
GLUT-1, Hx-1 and Hx-2 expression and GLUT-3 mRNA expression, more than the effect promoted by the lack 
of Cx43 by siRNA. 
These result suggests that ET-1 and CBX need the Cx43 to increase the protein expression. 
FIGURE 18.-  Effect of the ET-1 or CBX over the expression of 
the proteins involved on the glucose uptake, in astrocytes 
with the Cx43 silenced.  
3.2.1 Ef fect of the ET-1 and CBX on the expression of proteins involved at 
the glucose uptake in the Cx43-silenced astrocytes 

 To study the implication of HIF-1  on the changes on the rate of glucose uptake, promotes by the 
lack of intercellular communication. 
HIF-1  is an transcription factor inducible  for hypoxia. 
HIF-1  is the transcription factor for several proteins related with the glucose metabolism and some of 
these proteins are GLUT-1, GLUT-3, Hx-1 and Hx-2.  
Normally HIF-1  is induced when the cells are in an hypoxic situation, but this transcription factor can be 
activated by other pathways in a normoxic conditions. 
FIGURE 19.-  Cycle of HIF-1  
3.3  Study the implication of HIF-1  on the changes on the rate of glucose 
uptake, promotes by the lack of intercellular communication. 
3.3.1 HIF-1 . 
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 In the figure 19, our result show a time-course, after the treatment with the Cx43-siRNA. This result 
shown that the cx43 is decrease by action of the treatment with cx43-siRNA and this decrease promotes 
and increase of HIF-1ª at the astrocytes. 
FIGURE 19.-  Effect of the Cx43 silencing over the expression 
of HIF-1  in astrocytes.  
3.3  Ef fect of the connexin 43 silencing over the expression of HIF-1  in 
astrocytes 

 In the figure 20, our result shown that the cx43 is decreased by treatment with ET-1 and this 
decrease promotes an increase of HIF-1ª at astrocytes. 
 These results shown an upregulation of HIF-1ª when the Cx43 is downregulated, this is very 
interesting, because, HIF-1ª is a transcription factor for GLUT-1, GLUT-3 , Hx-1 and Hx-2 and this 
upregulation can promotes an increase of expression of the glucose transporter or the hexokinases at the 
astrocytes. 
 For all of that, we want to study the relationship between Cx43, HIF-1ª and the glucose uptake, 
silencing HIF-1ª by siRNA. 
FIGURE 20.-  Effect of the ET-1 treatment over the expression 
of HIF-1  in astrocytes.  
3.3.3 Ef fect of the ET-1 treatment in the expression of HIF-1  in astrocytes 

To silenced HIF-1ª by siRNA, we used three different sequences, and we used the same protocol that when 
ww silenced the Cx43. 
 In the figure 21, we can see, two groups of samples. The first group show the expression of HIF-1ª 
48h after the HIF-1ª-siRNA  treatmet and the second group show the expression of HIF-1ª 72h after the 
HIF-1ª-siRNA  treatment. 
 Our result show that the best time to apply the treatments are at 48h after transfection and the best 
sequence to silenced HIF-1ª is the secuence 3. 
FIGURE 21.-  Effect of the ET-1 treatment over the expression 
of HIF-1  in astrocytes.  
3.3  Silencinng HIF-1a 
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 In the figure 22, we can see 2 
groups.  In the NT-siRNA group, you 
can see how the ET-1 can increase 
the expression level of HIF-1ª.  
In the second group treated with 
HIF-1ª-siRNA , we can see that the 
HIF-1ª decreases the expression and 
it´s downregulation promote that the 
ET-1 can´t increase the levels of 
HIF-1ª. 
 These result are interesting 
because, if there is not an increase of 
the  transcrip t i o n factor, probably these 
is not an increase of the proteins 
involved in the glucose uptake.  
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 In the figure 23, you can see 2 
groups. In the NT-siRNA group, we can see 
how ET-1 increases the rate of 2-deoxy-
gluose uptake. In the second group, we can 
see that the HIF-1ª-siRNA decrease the rate 
of 2-deoxy-glucose uptake. The expression 
of  HIF-1ª, and it´s downregulation promote 
an increase at rate of 2-deoxy-glucose 
uptake 
 These results are interesting 
because, if there is not increase of the 
transcription factor, probably there is not an 
increase at the proteins involved at the 
glucose uptake.  
FIGURE 22.-  Effect of the ET-1 treatment 
over the HIF-1  expression on the  HIF-1  
silenced astrocytes.  
FIGURE 23.-  Effect of the ET-1 treatment 
over the rate of glucose uptake on the  
HIF-1  silenced astrocytes.  
3.3.5  Ef fect of the ET-1 treatment over the HIF-1ª expression on the HIF-1z-
Silenced astrocytes. 
3.3.6  Ef fect of the ET-1 treatment 
over the glucose uptake in  HIF-1z-
Silenced astrocytes. 
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 In the figure 24, our result shown two groups. 
 In the first group treated with NT-siRNA we can see how the ET-1 promotes an increase the GLUT-1, 
GLUT-3, Hx-1 and Hx-2 expression. 
 In the second group treated with Cx43-siRNA we can see that the ET-1 can not increase the GLUT-1, 
GLUT-3 Hx-1 and Hx-2 expression.  
 These result suggests that ET-1 need the HIF-1  to increase the expression of the proteins involved on 
the glucose uptake. 
FIGURE 24.-  Effect of the ET-1 over the expression of the 
proteins involved on the glucose uptake, in astrocytes with 
HIF-1  silenced.  
3.3.5  Ef fect of the ET-1 treatment over the expression of the proteins 
involved on the glucose uptake in HIF-1ª- Silenced astrocytes. 
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c-Src is an oncogen. 
c-Src can be interaction with Cx43 and regulate the 
gap junctions channels. Recent studies in our 
laboratory also suggest that the Cx43 can be 
modulated the activity of c-Src. 
c-Src can activate HIF-1  in a normoxic  conditions. 
This propierty is very interesting because can include 
this oncogen in the mechanism that regulates the 
rate of glucose uptake by the Cx43 in astrocytes. 
FIGURE 26.-  Relationship between the c-Src and Cx43.  
FIGURE 27.-  The two conforma t i o n for c-Src.  
FIGURE 25.-  Structure of c-Src  
3.4  Study the implication of c-Src on the changes on the rate of glucose 
uptake, promotes by the lack of intercellular communication. We need know 
something about c-Src 

c-Src activation is induced by Cx43 silencing. On the other hand the total c-Src does not change 
during the NT-siRNA transfection. 
FIGURE 28 .- Effect of  connexin 43 silenced astrocytes on c-Src activation 
3.4.1  Study of the c-Src activation in Cx43-Silenced astrocytes 

Our results indicates that  c-Src activity is promoted by ET-1 on the astrocytes. 
This result suggests that Cx43 expression of Cx43 can modify c-Src activity on astrocytes.  
After studing the effect silencing Cx43 on astrocytes, we decided to study the effect on c-Src activity upon 
the ET-1 treatment. .  
FIGURE 29 .- Effect of ET-1 on the c-Src activation in astrocytes 
3.4.2 Ef fect of ET-1 on the c-Src activation in astrocytes 
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As silencing Cx43 in astrocytes promotes the c-Src activation, we studied  c-Src activity in astrocytes 
treated with ET-1 
 Astrocytes were treated with PP2 ( a c-Src inhibitor) or PP3 (a placebo treatment). ET-1 was not 
able to increased the c-Src activity upon the treatment of PP2 corroborating that c-Src activity is promoted 
by ET-1 in astrocytes.  
FIGURE 30 .- Effect of ET-1 on c-Src activation upon PP2 treatment. 
3.4.3 Ef fect of ET-1 on c-Src activation upon PP2 treatment 
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Our results suggest that c-Src inhibiton promotes the downregulation of HIF-1ª expression after the 
treatment with ET-1.  
To know if c-Src is  able to regulate the proteins the glucose uptake, we performed a glucose uptake assay 
upon the inhibiton of c-Src.  
After studing the effect of ET-1 in c-Src upon PP2 treatment, we wanted to know how the c-Src inhibition 
affects HIF 1 , a transcription factor for proteins involved in the glucose. 
FIGURE 31 .- Effect of ET-1 on HIF 1a expression upon c-Src inhibiton in astrocytes. 
3.4.4  Ef fect of ET-1 on HIF-1ª expression upon c-Src inhibition in 
astrocytes 

Our results suggest that c-Src promotes a downregulation of 2-deoxy-glucose uptake. Besides of that, ET-1 
treatment was not able to  increase the 2-deoxy-glucose uptake. 
This result suggest that the activation of c-Src by the ET-1 is necesary to increase the rate of 2-deoxy-
glucose uptake. 
FIGURE 32 .- Effect of ET-1 on 2-deoxy-glucose uptake upon c-Src inhibition in astrocytes. 
3.4.5 Ef fect of ET-1 on 2-deoxy-glucose uptake upon c-Src inhibition in 
astrocytes. 

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 In conclusion, our results suggest that gap junction inhibiton promotes an increase of c-Src 
activation by different compounds such us ET-1 or Cx43-siRNA. This process promotes the activation 
and translocation of HIF-1ª to the nucleus, starting  the transcription of GLUT-1, GLUT-3, Hx-1 and 
Hx-2. The upregulations of these proteins promotes an increase on the rate of the glucose uptake in 
astrocytes, necessary for cell adaptations to different, such a reactive gliosis or tumors.  
4.- DISSCUSION 
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